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Fluorescenèní sondy jsou fluorescenèní barviva, která mìní své fluorescenèní vlastnosti (intenzitu,
excitaèní a/nebo emisní vlnovou délku) v závislosti na okolí. Detekovat lze tímto zpùsobem koncentrace
iontù (pH, vápník, hoøèík, �elezo, apod. - spektrum indikátorù se neustále roz�iøuje), membránový
potenciál a prùchodnost membrán - napø. jako test vitality bunìk. V dal�ím textu se zamìøím pøedev�ím
na stanovení pH, vápníku a membránového potenciálu, co� jsou jednak nejèastìji u�ívané aplikace,
jednak s nimi sama pracuji.

Sondy lze do bunìk injikovat, co� omezuje pou�iti na dostateènì velké a stabilní buòky. Kromì
toho je nutno poèítat s ranovou reakci, která ovlivní aktivitu iontových kanálù. Podle toho, zda injikujeme
do cytoplasmy èi do vakuoly, dostaneme rùznou distribuci sondy v buòce. Druhá mo�nost (popsána
dále v tomto textu) je pou�it modifikované sondy, vybavené transportní skupinou (nejèastìji
acetoxymethylester). V buòce je tato skupina bunìènými esterázami od�tìpena, a teprve potom sonda
reaguje na daný iont. Pro sondy indikující vlastnosti membrán a membránový potenciál problém transportu
odpadá.

U sond vykazujicích posun spektra pøi vazbì na iont lze urèit kvantitativnì koncentraci iontu,
pokud dìlíme vzajemnì obrázky (mapy intenzity fluorescence) snímané pøi dvou nastaveních filtru.
Vylouèíme tak vliv distribuce sondy v buòce a koncentrace sondy v dané buòce na výslednou mapu
intenzity. Nejlépe je k tomu úèelu pou�ít konfokální mikroskop s mo�ností souèasného snímání ve dvou
kanálech. U konfokálního mikroskopu rovnì� odpadá vliv tlou��ky objektu. Pokud sonda nemìní
vlnovou délku, lze aplikovat souèasnì druhou sondu s opaènou reakcí na daný iont v dostateènì odli�né
vlnové délce, nebo sondu na daný iont nereagující a pou�ít její mapu fluorescence jako konstantní
�referenèní� obrázek.

Prakticky v�echny pou�itelné pH-indikátory jsou deriváty fluoresceinu, pro detekci vápníku existuje
celá øada barviv na nejrùznìj�í bázi. Pro mìøení membránového potenciálu jsou v podstatì dvì mo�nosti:
jednak �pomalé� distributivní sondy (napø. na bázi oxonolu), distribuující se na obou stranách plasmalemy
v závislosti na gradientu náboje pøes membránu. Je ov�em znaèný problém kvantifikovat výsledky.
Jednak �rychlé� sondy (napø. ANEPPS), jejich� molekuly jsou pomocí lipofilního konce zakotveny v
membránì a v závislosti na elektrickém náboji v okolí mìní konformaci opaèného, fluorescenèního,
konce, a tim i intenzitu fluorescence. Tyto sondy ale po urèité dobì prostupují membránou, èím� se
mìní jejich koncentrace na plasmalemì. Lze je tedy pou�ít jen pro krátkodobé experimenty.

Chceme-li pou�ívat fluorescenèní sondy, potøebujeme:
1: Vybrat vhodnou sondu. Prakticky jediná firma, která se cilenì zabývá vývojem nových sond a jejich
uvádìním na trh, je Molecular Probes se sídlem v Eugene (USA) a evropskou poboèkou Molecular
Probes Europe Inc. v Leidenu v Holandsku. Sondy se li�í citlivostí k danému iontu, dále citlivostí k
dal�ím faktorùm v buòce (jiným iontum, apod.), fluorescenèními vlastnostmi (excitaèní a emisní vlnové
délky, typ zmìny v reakci na daný iont - napø. jen zmìna intenzity, èi zároveò i posun spektra, atd.),
podmínkami transportu pøes membránu, distribuci v buòce (napø. jinou sondu potøebujete pro detekci
v cytoplasmì, jinou pro chloroplasty, jinou pro mitochondrie...), toxicitou, a mnoha dal�ími parametry.
Výbìr tedy závisí napø. na tom, zda chcete detekovat rychle výrazné zmìny (signály), nebo spí�e malé
zmìny v distribuci (zmìny v rámci steady state). Dále na pokusném materiálu, a technických mo�nostech
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(zda máte mo�nost pou�ít UV, jaké filtry máte k dispozici, kvalita mikroskopu...), a zda pøípadnì
chcete aplikovat více sond souèasnì èi barvit nìjaké struktury pro lep�í orientaci v materiálu. V
neposledni øadì, jak dlouho má pokus trvat - nìkteré sondy jsou vhodné jen pro okam�ité pou�ití, jiné
reagují pomaleji, ale je mo�no sledovat zmìny v prùbìhu nìkolika hodin. Autofluorescence chloroplastu
je detekovatelná u� od cca 600nm. Spektrum sondy pro mìøení v zeleném pletivu tedy nesmí pøekroèit
tuto hranici. Autofluorescence bunìèných stìn (v modre oblasti) je relativnì slabá a tudí� pøi mìøení
neru�í. Èasto je nutno vyzkou�et více sond, zvlá�tì pokud pro daný materiál èi danou problematiku
není dost údajù v literatuøe. Citace k jednotlivým sondám jsou uvedeny v katalogu Molecular Probes.
2: Dobrý fluorescenèní mikroskop. Nejlépe konfokální, s mo�ností vícekanálového snímání - zejména
pokud chcete kvantitativní data (viz vý�e).
3: Analýzu obrazu. U konfokálního mikroskopu obvykle souèást vybavení, bývá v�ak výhodnìj�í
neblokovat mikroskop, a zpracovávat na samostatné analýze. Nìkdy je tøeba pøípadnì specielní vybavení
analýzy (konkrétnì aritmetické dìlení dvou obrázkù vzájemnì musí mít nadprùmìrnou úroveò). Ponìkud
problematické bývá pou�ití analýz zamìøených pùvodnì na pou�ití v prùmyslu èi na nerosty. Je lépe
vybrat firmu specializovanou na biologické aplikace. Z tuzemských lze akceptovat Laboratory Imaging,
je v�ak nutno pøizpùsobit základní program konkrétním po�adavkùm, pøípadnì èásti doprogramovat.
Cenovì srovnatelná, kvalitou nejlep�í ze v�ech (mnì znamých) produktù je obrazová analýza nìmecké
firmy Visitron Systems. O nìco dra��í a témìø stejnì kvalitní je BioRad, rovnì� velmi kvalitní (ale velmi
drahá) je firma Zeiss. Je v�ak mo�no (po pøizpùsobení programu) pou�ít i nìkterý z mnoha dal�ích
systémù. Pro déletrvajici pokusy s nutností kontinuelní detekce znám jen analýzu Visitron Systems v
On-line verzi.

Postup práce:
Objekt pou�íváme zásadnì nefixovaný. Pøipravíme pracovni roztok sondy v pufru (viz pozn.), objekt
inkubujeme v tomto roztoku asi dvacet minut. U nìkterých objektù nutno barvit déle. Po barvení
objekt pøeneseme do èistého pufru, a ihned snímáme obrázky (viz dále).
Pozn.: Koncentraci sondy a druh pH pufru je nutno vyzkou�et, pøièem� lze vycházet z návodu pro
jednotlivé sondy, dodáváne Molecular Probes pøi zásilce. Je nutno dodr�et popsané zásady práce
(napø. zmrazit, èi nechat v pokojove teplotì, jak dlouho lze uchovávat pracovní roztoky, apod.), jinak
sonda ztrácí po�adované vlastnosti. Zpravidla se pøipravuje zásobní roztok sondy v DMSO, který lze
zmra�ený uchovávat nìkolik mìsícù. Pracovní roztok v pufru se pøipravuje a� tìsnì pøed pou�itím,
nechává v pokojové teplotì, a je stabilní nìkolik hodin. Doporuèuje se pou�ít pufr, který dobøe uchovává
strukturu membrán. U�ívá se fosfátový pufr, MES, pro basiètìj�í pH HEPES. Pufr má mít pøed pøípravou
pracovního roztoku pokojovou teplotu, pøi jiné teplotì má jiné pH! Obvykle se pou�ívá pH pracovního
roztoku v rozmezí 6.0-7.0.

Pøíklad protokolu pro mìøení pH:
Materiál: merlík èervený (Chenopodium rubrum L.)
Roztoky: MES pufr (25mM, pH 6) - uchovávat v chladnièce

carboxy SNARF-1 (zásobni roztok: 50mg SNARF v 100ml DMSO - lze uchovávat
nìkolik dní v chladnièce, nejlépe je nechat asi den rozpustit a pak zmrazit v alikvótech po
1ml)

Postup práce:
Nejménì den pøed mìøením pøipravíme pufr a zásobní roztok sondy. Pøed zaèátkem práce necháme
oba roztoky vytemperovat na pokojovou teplotu. Pøipravíme pracovni roztok sondy (1ml zásobního
roztoku v 500ml pufru). Na vibratomu zhotovíme èerstvé podélné øezy apikálního meristému. Øezy
pøeneseme na podlo�ní sklíèko do pracovního roztoku sondy, inkubujeme 20 minut. Pak pøekryjeme
krycím sklíèkem a ihned snímáme obrázky. Snímáme simultánnì ve dvou kanálech. Nastavení filtru
napø.: excitace 488nm, detekce v prvním kanálu 520-600 nm, ve druhém kanálu 610-660nm. Ve
druhém kanálu lze detekovat od 610nm bez horního omezení, úèelem uvedené horní hranice je odstínit
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autofluorescenci chloroplastù v zelených pletivech sousedících s apikalním meristémem. Obrázky z
obou kanálu zkorigujeme na v�echny nepøesnosti a artefakty (viz dále - �Vyhodnocení výsledkù� a�Tipy�).
Obrázky pak vzájemnì vydìlíme a podle kalibrace urèíme pH v jednotlivých buòkách.
Èasová nároènost: po získání zbìhlosti lze jeden vý�e popsaný experiment zvládnout asi za dvì hodiny.
Pøi jednom experimentu mù�ete zpracovat a� ètyøi objekty. Pøi následném zpracování obrázkù zále�í na
kvalitì obrázkù získaných pøi experimentu, mno�ství nutných korekci, a po�adavcích na kvalitu výsledkù.
Zále�í také na kvalitì a rychlosti va�í obrazové analýzy.

Vyhodnocení výsledkù:
Tato èást práce je nejnároènìj�í (na èas i zku�enosti), a prakticky rozhoduje o kvalitì výsledkù. V
podstatì lze pou�ít pro mìøení i hor�í mikroskop, pokud získané obrázky korigujete na v�echny artefakty
zanesene pou�itím daného mikroskopu a daného postupu (viz dále - �Tipy�). K analýze obrazu viz
vý�e. Obecné se obrázky musí korigovat na hladinu �umu (intenzita fluorescence prázdného obrázku),
výsledky se pøepoèítávají podle kalibraèní køivky. Kalibraci lze provádìt in vitro nebo in vivo, u
nìkterých sond jen in vivo. Je nutno provést kalibraci pro ka�dý mikroskop, a pro ka�dé nastavení
filtru. Pøi práci na konfokálním mikroskopu bývá problém fotonásobiè - zesiluje lineárnì obvykle jen v
urèitém úseku. Buï musíte kalibrovat pøi nastavení citlivosti fotonásobièù, které pou�íváte pøi
experimentech, nebo lze zvlá�t �zkalibrovat� fotonásobiè v celém rozsahu, a výsledné obrázky pak
korigovat na nelineárnost fotonásobièe. Pøi dvoukanálovém snímání je pomìr nastavení citlivosti
fotonásobièe pro oba kanály závislý na pou�itých filtrech, musí v�ak zùstat konstantní pro danou kalibraci
i experimenty.
Dalsi zpracovani vysledku - statistika, vytisknuti obrazku apod. - zalezi na vasich pozadavcich. Pokud
potrebujete zvlast kvalitni obrazky, napr. pro prezentaci, je nejlepsi ofotografovat obrazky primo z
obrazovky. I pro bezne pouziti vsak potrebujete velmi kvalitni tiskarnu. Pri nekvalitni reprodukci jsou
obrazky �necitelne�. Pro prezentace je vhodne prevest obrazky do pseudobarev - tj. na zaklade kalibrace
si vytvorit kontrastni barevnou skalu, aby rozdily pH v rozsahu ocekavanych hodnot co nejlepe vynikly.

Tipy:
K pøípravì zásobních roztokù: Doporuèuji zmrazit zásobní roztok rozdìlený do eppendorfek na alikvoty
nutné v�dy k pøípravì jedné dávky pracovního roztoku. Vyhnete se tím nutnosti zásobní roztok mnohokrát
rozmrazovat a znovu zmrazovat. Zásobni roztok skladovat v exikatoru. K pøípravì pou�ít radìji bezvodý
DMSO. Pøítomnost molekul vody sni�uje stabilitu roztoku.
Ke koncentraci: Koncentrace sondy v DMSO je urèena co nejmen�í koneènou koncentrací DMSO v
pracovním roztoku (DMSO je pro buòky toxické). Sondy je nejlépe objednat ve formì �special
packaging�, tj. 20 balení po 50 mg (=jedna dávka pro pøípravu zásobního roztoku). Je o nìco dra��i,
ale lze pracovat daleko pøesnìji, a vyhnete se plýtvání sondou. Minimální koncentrace sondy v pracovním
roztoku je urèena dostateènou viditelností fluorescence v buòce, maximální koncentrace je omezena
zhá�ením fluorescence molekul sondy pøi jejich èastém kontaktu a toxicitou pro buòku - je lépe volit
ponìkud ni��í pøi déletrvajících experimentech.
K transportu do bunìk: Pøi transportu pøes membránu pomocí AM-skupin zejména u rostlinných bunìk
je èastá komplikace s extracelulárními esterázami. Jejich vlastnosti se li�í u rùzného materiálu. Pomoci
mù�e zmìna pH pracovního roztoku - lze ov�em jen v rozsahu akceptovatelném buòkou. Mù�e být
pou�ito vakuum (nebezpeèí po�kozeni bunìk), nebo krájení pletiv na men�í èásti (esterázy èasto
nejaktivnìj�í v epidermis, a staèí pak obna�it dal�í b. vrstvy). Ranová reakce je v pøípadì �etrného
krájení minimální. Potøebujeme èerstvé øezy. Nejvhodnìj�í pro krájení je vibratom (specielni mikrotom,
urèený pùvodnì k øezání mozkové tkánì), a krájet pletivo pøímo v pufru. Krájet pletivo je tøeba rovnì�
v pøípadì, �e chcete monitorovat i buòky umístìné v pletivu ve vìt�ích odstupech. Limit hloubky detekce
je u rùzných typù konfokálnich mikroskopù ruzný. V rámci tohoto limitu zjistíte potøebné parametry
pomocí 3D-rekonstrukcí.
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K pozorování pod mikroskopem: Pøíli� velký leakage sondy z bunìk, tj. intenzita fluorescence v buòkách
slábne a v pozadí se zvy�uje: pozorovat objekt pøímo v pracovním roztoku (nepøenesený do èistého
pufru). Obvykle se ustaví rovnováha mezi sondou v buòce a v roztoku. Nevýhoda je silnìj�í pozadí, a
nebezpeèí postupného zvy�ování koncentrace sondy v buòkách. Dále lze leakage omezit napø. zmìnou
koncentrace DMSO v pracovním roztoku (DMSO ovlivòuje propustnost membrán a rùzné objekty
jsou rùznì citlivé na jeho pùsobení), zmìnou koncentrace sondy, zmìnou pH, zmìnou typu pufru.
Pokud �ádný zpùsob nepomáhá: provést korekci na slábnutí fluorescence, tj. snímat zmìnu fluorescence
v èase a spoèítat køivku sni�ování intenzity fluorescence v buòce. Touto køivkou pak korigovat v�echny
výsledky.
Pokud se sni�uje intenzita fluorescence v buòkách, ale v pozadí se nemìní, jde spí�e o zhá�ení - v tom
pøípadì je tøeba volit ni��í koncentraci sondy, nebo blednutí preparátu - pak je tøeba sní�it intenzitu
excitaèního svìtla.
Nerovnomìrnì osvìtlené obrázky (èasto svìtelný gradient nebo rozdílné osvìtlení støedu a okrajù
zejména pøi pou�ití klasického fluorescenèního mikroskopu a snímání obrázkù pøes kameru, ale mù�e
se objevit i u ménì kvalitních konfokálních mikroskopù): nutno sejmout �slepý� obrázek, a tím pak
v�echny získané obrázky korigovat.
Pro tlust�í objekty je lépe pou�ívat objektivy s del�í pracovní vzdáleností (�long distance� objektivy) a
podlo�ní sklièka s komùrkou. Objekty pøi pozorování pøekrýt krycím sklièkem, omezíte tím vysychání
roztoku a pohyblivost objektu. Pokud povrch objektu není rovný, lze sejmout sérii obrázkù a slo�it
maximální hodnoty intenzit tìchto obrázkù - získáte tím zaostøený obrázek po celé plo�e objektu.
K vyhodnocování obrázkù: Obrázky nesmí být pøíli� slabé, musí se dostateènì odli�ovat od pozadí, a
nesmí být pøesvìtlené. Zpravidla je k disposici na konfokálnim mikroskopu i na obrazové analýze 255
stupòù �edi, a tuto �kálu má obrázek optimálnì vyu�ít. Kontroluje se na histogramu. V optimálním
pøípadì nemá køivka rozlo�ení intenzity fluorescence zaèínat u� na nule (je pak nebezpeèi ztráty bodù
pod hranici detekovatelnosti), lépe je spektrum posunout o nìkolik jednotek. Toho lze docílit u klasických
mikroskopu zesílením intenzity excitaèního svìtla, u konfokálních mikroskopu lze pøímo nastavit. Pøed
dal�ím zpracováním pak ka�dý obrázek posuneme na nulu. Stejnì tak má konèit ní�, ne� u 255 - u
pøesvìtlených bodù u� nelze rozli�it rozdily intenzity. Jinak má køivka optimálnì vyplòovat celé spektrum.
Je výhodné, li�í-li se obrázky z obou kanálù v umístìní maxim (tj., je-li obrázek z jednoho kanálu v�dy
trochu slab�í ne� ze druhého). Dá se pak po jejich vzájemném vydìlení pøesnìji urèit výsledné pH.

Alternativní metody
Jediná alternativní metoda jsou mikroelektrody. V�dy pøitom buòku poraníte (pøi srovnání relativní
velikosti buòky a �pièky va�í elektrody, nemù�ete oèekávat od buòky �ádné nad�eni). Ranová reakce
je v tomto pøípadì lokální - právì v místì, kde je va�e elektroda. Kromì toho nemù�ete mìøit distribuci,
tj. vá� výsledek je závislý na tom, kam právì mikroelektrodu umístíte. Prave vnitøní distribuce daného
iontu mù�e být pro daný stav klíèová. Nelze také mìøit v celém pletiva, ani v malých buòkách.
Pro mìøení vápníku se slibnì rozvíjí metoda u�ívající genetickou transformaci materiálu a detekci pomoci
fluorescenèního proteinu aquaporinu.
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Slavík J. (ed.): Fluorescent Probes in Cellular and Molecular Biology. CRC Press, Boca Raton,
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Slavík J. (ed.): Fluorescence Microscopy and Fluorescent Probes. Plenum Press, New York, 1996.
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Metódy izolácie eukaryotických fotobiontov z li�ajníkov

Baèkor, M.1,2, Hudák J.1, Baèkorová, M.1

1 Department of Plant Physiology, Faculty of Natural Sciences, Comenius University, Mlynská dolina
B-2, SK- 842 15 Bratislava, Slovak republic
e-mail: Backor@fns.uniba.sk
2 Department of Experimental Botany and Genetics, Faculty of Natural Sciences, �afárik University,
Mánesova 28, SK- 041 67 Ko�ice, Slovak republic
e-mail: Mbackor@kosice.upjs.sk

Predlo�ená práca sumarizuje viaceré protokoly, ktoré boli pou�ité pri izolácii fotobiontov z
li�ajníkov (symbiotických eukaryotických rias), pri �túdiu ich fyziológie a biochémie, mimo interakcií
s mykobiontom (hubová zlo�ka li�ajníka). Keï�e pri v�etkých  protokoloch sa dodr�iava viac-menej
rovnaký sled logicky jednoznaèných krokov, autori tohto príspevku ich spojili do jednej �metódy�
s alternáciami èiastkových krokov, pod¾a mo�ností jednotlivých pracovísk. Izolaèná metóda je nenároèná
na materiálne vybavenie.

Výber materiálu a jeho príprava
Na izoláciu fotobiontov z li�ajníkov nepotrebujeme èasto ani èerstvo nazbieraný materiál. Pri

izolácii fotobiontov  Trebouxia sp. (symbiont väè�iny Európskych druhov li�ajníkov)  sa pou�ili viac
ako jeden rok staré herbárové polo�ky li�ajníkov Cetraria islandica a Cladina mitis (Baèkor,
nepublikované údaje).

Pri vizuálnom pozorovaní odstránime v�etky neèistoty zachytené na povrchu stielky (odumreté
zbytky organizmov, pôdu, iné druhy li�ajníkov ... ) jemným �tetcom, alebo preparaènou ihlou. Ve¾a
mikroorganizmov a spór húb mô�eme odstráni� energickým premytím destilovanou vodou, alebo teèúcou
vodou. Pri izolácii je tie� výhodné nastriha� stielku li�ajníka (v prípade tzv. makroli�ajníkov) na men�ie
kusy.  Yamamoto a kol. (1993) na izoláciu pou�ili pribli�ne 1 cm2 stielky li�ajníkov s lupeòovitou
morfológiou stielky, resp. 1 cm stielky odobratej s koncovej èasti li�ajníkov s kríèkovitou morfológiou
stielky. Ascaso (1980) pou�il pribli�ne 2 g vlhkej stielky.

Homogenizácia
Pripravená stielka li�ajníka sa musí (okrem tzv. �thallus fragment method�, kde sa malé fragmenty

navlhèenej stielky priamo prenesú na minerálne agarové médium) mechanicky rozru�i�. Jedna z mo�ností
je homogenizácia stielky v trecej miske, so sterilným morským pieskom (napr. Yamamoto a kol., 1993).
Ascaso (1980) stielku následne homogenizoval nieko¾kými �ahmi v Elvehjem-Potterovom
homogenizátore. Prikláòame sa k tejto alternatíve homogenizácie, preto�e je mimoriadne jednoduchá,
prièom ve¾mi ¾ahko dosiahneme sterilitu prostredia (pri práci v oèkovacom boxe) a tak významne
zní�ime kontamináciu cudzorodými mikroorganizmami. Vo v�etkých nasledujúcich krokoch pracujeme
v sterilnom prostredí!

Pri pou�ití tzv. �micropipette method� (Ahmadjian, 1967; Ahmadjian, 1993) sa kúsky odobratej
vrstvy fotobiontov zo stielky li�ajníka jemne roztlaèia medzi mikroskopickými sklíèkami. Pri tejto metóde
sa zo zelenej suspenzie dajú izolova� jednotlivé bunky fotobiontov mikropipetou.

Èistenie homogenátov a selekcia fotobiontov
Homogenát obsahuje zmes rôznych buniek (bunky fotobiontu ako aj hýfy mykobiontu). V prípade

pou�itia Elvehjem-Potterovho homogenizátora odporúèame hrubý homogenát filtrova� cez nieko¾ko
vrstiev naskladanej  sterilnej gázy.  Následná selekcia fotobiontov závisí od úvahy experimentátora.
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a) Yamamotova metóda
Táto metóda (Yamamoto, 1993) vyu�íva filtráciu homogenátu cez filter, s ve¾kos�ou pórov 500

mm a následne cez druhý filter, s ve¾kos�ou pórov 150 mm. Zvy�ok, na druhom filtri, sa 3 krát premýva
sterilnou vodou. Po následnej selekcii (kontrola mikroskopicky) sa riasy prenesú do kvapalného, resp.
e�te lep�ie na pevné, agarové minerálne médium.

b) Mikropipetová metóda
Pomocou  mikropipety (ideálna ve¾kos� otvoru je 50-75 mm) sa bunky prená�ajú cez sterilné

kvapky na podlo�nom mikroskopickom sklíèku dovtedy, pokia¾ nezískame zriedenú suspenziu
jednotlivých buniek fotobiontov, ktoré prená�ame na agarové médium. Táto metóda je nároèná na
manuálnu zruènos�. Detaily uvádza Ahmadjian (1967; 1993).

c) Centrifugaèné metódy
Z centrifugaèných metód sa najèastej�ie vyu�ívajú techniky diferenciaènej centrifugácie a

gradientovej centrifugácie. Pre väè�inu fotobiontov sa vyu�ívajú empiricky získané poznatky. Napr.
malé fotobionty, tak ako Coccomyxa sp. sa centrifugujú pri nízkych otáèkach (menej ne� 500 rpm), ale
ve¾a buniek zostáva v supernatante. Pri izolácii rias Trebouxia sp. sa testovali viaceré kombinácie.
Ni��ie otáèky (okolo 100 x g) sa vyu�ívajú na odstránenie ve¾kých fragmentov stielky, vy��ie zase na
zber neporu�ených buniek z bunkových fragmentov pletiva. Èasto sa centrifugácia kombinuje s filtráciou
cez rôzne filtre s definovanou ve¾kos�ou pórov.

Gradientová centrifugácia je osvedèená metóda na izoláciu buniek fotobiontov. Ascaso (1980)
po následnej homogenizácii stielky li�ajníkov bunky resuspendoval v 0,25 M sacharóze (2 ml) a opatrne
ich navrstvil na roztok CsCl2 (denzita 1,550 g.cm-3, ml). Po 10 min. centrifugácie pri 4 500 rpm (g nie
je udané) zbieral bunky fotobiontov v interfáze. Rovnako úspe�ne sa dá pou�i� aj roztok KI, hoci pri
dlh�ej aplikácii mô�e by� �kodlivý.

Mno�stvo inokula sa vo väè�ine prác neudáva. Pri mikropipetovej metóde sa do jednej banky
umiestòuje asi 15 buniek. Pri pou�ití centrifugaèných techník odporúèame vý�a�ok fotobiontov postupne
riedi� v pomeroch 1: 10 a automatickou pipetou prenies� nieko¾ko ml na pevné agarové médium.
Infikované banky vyraïujeme obzvlá�� v prvých dòoch kultivácie. Niektoré fotobionty (napr. Trebouxia)
rastú ve¾mi pomaly a mo�no ich vizuálne pozorova� po 4 a� 6 tý�dòoch po úspe�nej inokulácii. Pri
izolácii fotobiontov sa vy�aduje zvládnutie základov rutinných mikrobiologických techník. Podmienky
kultivácie (teplota, svetlo, zlo�enie a pH pou�ívaných médií) z priestorových dôvodov neuvádzame, ale
mo�no ich nájs� vo viacerých prácach (Ahmadjian, 1967; Ahmadjian a Hale, 1973; Ahmadjian, 1993).

Literatúra:
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Metody  cytochemie in situ

Bene�, K.

Biologická fakulta Jihoèeské university, Brani�ovská 31, È.Budìjovice,
tel: 038/777 55 04, fax: 038/459 85

 V tomto referátì bych rád splnil dva zámìry. 1. Nejprve bych chtìl charakterizovat cytochemické
metody vcelku a pak 2. bych chtìl podrobnìji pojednat o jednom jejich typu - prùkazu enzymù na
øezech pomocí barevných reakcí.

Pokud jde o první téma, máme zde na mysli sledování lokalizace látek, metabolických dìjù a
odpovídajících regulaèních systémù na úrovni bunìèné, ale i subcelulární a supracelulární. Jistì je si
tøeba uvìdomit, na jaké úrovni hierarchie biologických systémù pracujeme. Za podstatnìj�í v�ak zde
pova�uji jiný aspekt - lokalizaci.

 Mìjme nìjaký objekt, v nìm� 99% objemu pøíp. masy pøedstavují buòky typu A a 1% buòky
typu B. Budeme sledovat aktivitu nìjakého enzymu, napø. v závislosti na èase. Víme, �e sledovaný
enzym je pouze v buòkách typu B. Tøeba�e v tìchto buòkách dochází k dramatickým zmìnám v
aktivitì, pùjde jen o malé rozdíly, uva�ujeme-li ná� objekt jako celek.

Druhý pøíklad bude analogický. Budeme sledovat aktivitu nìjakého enzymu pøítomného napø. v
mitochondriích. Máme-li k dispozici údaje, získané studiem suspenze vyizolovaných mitochondrií, nic
to nevypovídá o tom, zda jsou v buòkách daného objektu v�echny mitochondrie stejné, anebo zda se
v sledované aktivitì li�í. Mù�e jít pøitom i o rozdílnost populací mitochondrií v jednotlivých buòkách.

V prvním i druhém pøípadì se jedná o to, do jaké
míry a jakým zpùsobem mù�eme lokalizovat, t.j. nakolik
se v na�ich závìrech  uplatní princip zobrazení. To je
kritérium, jím� rozli�íme metody in situ a extra situm (= in
vitro).  V obou pøípadech jde o lokalizaci. Buï mù�eme
pracovat s øezy a strukturní hledisko aplikovat pøímo, anebo
musíme daný materiál nìjak frakcionovat, t.j. rozli�it a
izolovat jeho strukturní komponenty a ty pak analyzovat.
Zde je pak strukturní hledisko - zobrazení - respektováno
pouze nepøímo a opírá se o pøíslu�né morfologické studie.
Pøehled o situaci v této oblasti podávají obr. 1, 2 a 3.

Tématem, kterého jsme se zde dotkli, se zabýval Bene�
1968 a novìji pak Bene� a Pilný in Prosser et al. 1989,
kde lze nalézt i charakteristiky jednotlivých in situ metod a dal�í literaturu. Rovnì� Vitha et al. v manuálu
Gartland a Davey 1995 probírají tuto problematiku.

Druhým na�ím zámìrem bylo popsat postup prùkazu enzymù na øezech jako ukázku barevné
reakce in situ. Celý proces lze rozdìlit na tøi fáze:
1. fáze pøedinkubaèní, 2. vlastní inkubace a 3. postinkubaèní fáze.
Pøedinkubaèní fáze zahrnuje zpracování materiálu (patøí sem tedy otázka fixovat:nefixovat, øezání materiálu
atd.). Postinkubaèní fázi bývá obvykle vìnována malá pozornost, i zde v�ak jde o záva�né otázky, jako
je rozpustnost a krystalizace výsledného reakèního produktu. Proto�e pøedinkubaèní a postinkubaèní
fází se zde zabývat nebudeme, je tøeba zdùraznit, �e na výsledku se podílejí v�echny tøi fáze. Sebelep�í
inkubace nestaèí, kdy� je objekt pøed a po ní nevhodnì zpracován.
Uvedeme zde postup pøi lokalizaci karboxylové esterázy (KE) v koøenové �pièce.
Princip. Lokalizace KE je zde provádìna na základì její katalytické aktivity azokopulaèní technikou.
Jako substrát je pou�it ester kyseliny octové a naftolu, resp. jeho derivátu - a - naftylacetát a naftol AS
acetát. Inkubaèní fáze, kterou zde sledujeme, má dvì etapy: 1. �tìpení substrátu aktivitou KE;
roz�tìpením esterové vazby dojde k uvolnìní naftolu,  2. vizualizaèní reakce; azokopulací uvolnìného

Obr.1. Orgán sestávající ze dvou typù bunìk.
Buòky minoritního zastoupení jeví
positivní reakci.
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naftolu s diazoniovou solí vzniká nerozpustná barevná
látka. Tento výsledný produkt je lokalizován v místech
(buòkách), kde je aktivní KE.
V na�em pøípadì probíhají obì etapy v tém�e inkubaèním
mediu, nebo� to obsahuje jak substrát, tak diazoniovou
sùl. Jde tady o tzv. simultánní azokopulaci.
Diazoniová sùl reaguje nejenom s naftolem, uvolnìným
aktivitou KE, ale také s fenolickými látkami v buòkách a
v pletivu. Tato nespecifická reakce mù�e vést k fale�nì
pozitivním nálezùm. Proto výsledky porovnáváme s øezy,
které byly inkubovány v kontrolním mediu bez substrátu
(diazoniová sùl samotná)

Bezpeèností opatøení. Substráty jsou deriváty aromatických uhlovodíkù, je podezøení na karcinogenní
úèinky. Vyvarovat se kontaktu s kù�í. Diazoniová sùl má podobné a navíc drá�divé úèinky. V prá�kovém
stavu je tøaskavá.

Rostlinný materiál. Koøenové �pièky bobu Vicia Paba L. byly fixovány 1 hodinu v ledové lázni v
Bakerovì fixá�i (1 g CaCl, 90 ml H2O, 10 ml formalínu neutralizovaného pomocí CaCO3), pak vypírány
ve vymìòovaném 5% ethanolu opìt v ledové lázni a ulo�eny v 5% ethanolu v lednici pøi +40C.

Chemikálie a roztoky. Pufr fosfátový, pH 6.0 (pøipraven smísením I,1 M NaH2PO4 a  0,1M NaHPO4).
Substráty: a - naftyl acetát, nebo naftol AS acetát. Zásobní roztok je pøipraven rozpu�tìním 25 mg
substrátu v 5 ml ethanolu. Vydr�í nìkolik dní.
Diazoniová sùl buï Fast Blue BB salt nebo Fast Blue RR salt. Pøipravit v�dy èerstvý roztok.
Inkubaèní medium: Ke 4 mg diazoniové soli pøidat 3,8 ml pufru, po rozpu�tìní pøidat O,2 ml zásobního
roztoku substrátu. (Pokud dojde k prudké barevné zmìnì, znamená to, �e substrát je èásteènì rozlo�en
- v tom pøípadì nutno inkubaèní medium pøefiltrovat).
Kontrolní medium (bez substrátu): Ke 4 mg diazoniové soli pøidat 3,8 ml pufru, po rozpu�tìní pøidat
0,2 ml ethanolu.

Postup. 1. Na zmrazovacím mikrotomu zhotovit pøíèné øezy koøenovou �pièkou. Lze pou�ít i ruèních
øezù z nefixovaných objektù. Ruèní øezy pak fixovat a vyprat jak uvedeno. Øezy pøená�et
do epruvet opatøených na jednom konci gázou, které jsou umístìny ve vychlazeném 5%
ethanolu.

2. Nìkteré epruvety s øezy inkubovat v plném inkubaèním mediu, jiné (z tého� objektu) v
inkubaèním mediu bez substrátu. Obì media se pøipravují èerstvá. Po nìkolika minutách
se na øezech v plném mediu zaènou projevovat barevné zmìny. Nechat reakci probíhat tak
dlouho, a� je zbarvení øezù dostateènì intenzívní.

3. Vypírat ve vodì asi 5 minut.
4. Øezy montovat do vody, mikroskopovat. Srovnat øezy inkubované v plném mediu a v

mediu bez substrátu.

Vyhodnocení. V pøípadì pou�ití a- naftylacetátu je výsledné zbarvení èerné a je positivní celý øez. U
naftol AS acetátu je výsledný produkt modrý, je positivní periferie øezu, t.j. èepièka (pokud je je�tì
øezem zasa�ena) a zejména pak støední válec, hlavnì jeho lýkové póly.
K prùkazu daného enzymu, v na�em pøípadì KE, lze pou�ít rovnì� metody jiných typù. Takovéto -
rùzné - metody lze pak pou�ít k lokalizaci øady dal�ích hydroláz. Samozøejmì lze na øezech lokalizovat
i enzymy jiných tøíd. Zde se pak ov�em pou�ívá pøíslu�ných jiných technik. Proto�e enzymy jsou proteiny,
lze je také lokalizovat imunocytochemicky. Jsou k dispozici metody pro prùkaz enzymù na úrovni
elektronmikroskopické.

Obr.2. Srovnání dvou bunìk, z nich� jedna má
heterogenní a druhá homogenní populaci
sledovaných organel.
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Pro na�e úèely bohatì postaèí pøehled metod k prùkazu hydroláz Bene� 1972, kde je citována dal�í
literatura, dostupná dnes vìt�inou v nových vydáních.

Literatura:
Bene�, K.: Biol.listy 33: 324, 1968
Bene�, K.: Biol. listy 37: 113, 1972
Gartland, K.M.A., Davey, M.R. eds.: Agrobacterium protokols, Humana Press,
    Totowa N.J., 1995
Prosser,V. et al.: Experimentální metody biofyziky, Academia, Praha, 1989
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Obr.3. Tabelární pøehled cytochemických metod in situ a in vitro
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Histochemical localization of aluminium and cell wall substances in
maize roots

Budíková, S.

Institute of Botany, Slovak Academy of Sciences, Dúbravská 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 NaIO3 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 oC.

Seedlings with mean root length 4.5 cm were grown in 0.1 mM CaCl2 (control solution), 50 mM AlCl3,
100 mM DDG or 50 mM AlCl3 + 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, Rincón and Gonzales 1992,
de Andrade et al. 1997, Moon et al. 1997), morin (Tice et al. 1992, Larsen et al. 1996, Vitorello and
Haug 1996) and aluminon (Haridasan et al. 1986) - to more sophisticated techniques including EDX-
analysis (Marienfeld et al. 1995), atomic absorption spectrophotometry (Rincón and Gonzales 1992)
and pyrocatechol violet colorimetry (Ishikawa et al. 1996) have been used for Al detection in plant
material. The fluorescence staining for Al was performed according to modified technique of Vitorello
and Haug (1996). Intact roots were stained in 100 mM morin, rinsed in 0.1 M DMSO and cut with a
razor blade. Aluminium localization with hematoxylin which serves as a mordant for Al3+ ions was
performed as previously described by Polle et al. (1978). Roots incubated with hematoxylin for 40
minutes were rinsed in destilled water for 10 minutes and sectioned for light microscopic examinations.
The method is based on the colorimetric property of hematoxylin to give a blue-purple stain when
complexed with Al3+ and has been commonly used to screen Al-tolerant cultivars of wheat.

Results:
Treatment with 50 mM Al3+ 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

Hanáèková, Z.

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

Solutions:

fixation
1: 2.8% glutaraldehyde (v/v) in 0.1 M HEPES buffer (pH 7.2) and 0.02% (v/v) Triton X-100
2: 2% glutaraldehyde, 2.5% paraformaldehyde, 0.2% tannic acid, 0.5mg/ml saponin in 10 mM PIPES/
3 mM EGTA buffer, pH 7.4
3: 2.5% (v/v) glutaraldehyde, 0.2% tannic acid (w/v) and 0.05% Triton X-100 (v/v) in 10 mM Hepes/
3 mM EGTA buffer, pH 7.4.

post-fixation
1:  1% aqueous OsO4

2:  2% aqueous OsO4

3:  1.5% aqueous OsO4

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 buffer (pH 7.2) for 15 min each wash and post-fixed in solution 2 overnight.
Tissue was dehydrated in a graded acetone series and embedded in Spurr�s resin (Spurr 1969). Ultrathin
sections were stained with 0.5% aqueous uranyl acetate and lead citrate.
2. Method according to Pérez-Muòoz 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 (Hanáèková,
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   prùduchového   aparátu   listù   analýzou   obrazu

Hanáèková, B., Snopek, J., Tichá, I.

Katedra fyziologie rostlin, Pøírodovìdecká fakulta Univerzity Karlovy, Vinièná 5, 128 44 Praha 2
tel: 02/21 95 31 71, fax: 02/21 95 33 06, e-mail:  barbora@prfdec.natur.cuni.cz

1. Poèítaèová analýza obrazu je moderní metoda pro mìøení a hodnocení makroskopických a
mikroskopických objektù. Na�la �iroké uplatnìní napø. v lékaøství, kriminalistice, potravináøství,
materiálové analýze, ale i v rostlinné anatomii a fyziologii (Frey et al. 1996, Opatrná 1997, Tichá et
al. 1997). Podstata metody spoèívá v nahrávání obrazù pomocí televizní kamery a dal�ího
nezbytného HW vybavení do poèítaèe. Obrazy se zpracovávají speciálním SW. Touto metodou
lze mìøit parametry objektù nebo polí.

2. Pro studium prùduchového aparátu listù pou�íváme mikroskop OLYMPUS BX 40 a systém pro
analýzu obrazu LUCIA G (verze 3.51), který se skládá z TV kamery COHU, obrazového
procesoru COMET RGB, øídícího poèítaèe PENTIUM 100 (32 MB RAM) a programu LUCIA.
Prvním krokem je pøíprava otiskových preparátù listového povrchu. Na støed èepele (mimo støední
�ilku) se nanese tenká vrstva bezbarvého laku, která se po zaschnutí stáhne za pomoci prou�ku
prùhledné lepící pásky. Preparát lze pozorovat témìø okam�itì. Místa vybraná v zorném poli
mikroskopu se nasnímají a naètou do pamìti poèítaèe. Je tøeba mít dostateènou kapacitu pamìti i
HDD (na jeden barevný obraz asi 850 kB). Z barevného obrazu se vytvoøí obraz binární, který se
dále upravuje funkcemi matematické morfologie. Z upraveného binárního obrazu se pomocí
programu LUCIA získají po�adované parametry prùduchù: napø. délka, �íøka, plocha, obvod,
poèet na jednotku plochy. Program LUCIA poèítá i základní statistické údaje.

3. Èasová nároènost metody je relativnì veliká, i kdy� ve srovnání s promìøováním prùduchù
mikroskopem má znaèné pøednosti. Z finanèního hlediska je systém LUCIA nákladná investice.

4. Problémem pøi mìøení prùduchù analýzou obrazu je skuteènost, �e systém oznaèuje objekty podle
zvolené typické barvy, která je u epidermálních a prùduchových bunìk na otiskových preparátech
stejná, tzn. oznaèí se nejen prùduchy, ale i epidermální buòky. Ty v�ak lze z mìøení vylouèit vhodnì
zvoleným omezením, tj. pro mìøený parametr stanovíme rozmezí, ve kterém se objekt musí nacházet,
jinak není do mìøení zaøazen. Vylouèení epidermálních bunìk lze dosáhnout díky jejich znaèné
tvarové odli�nosti od bunìk prùduchù.

5. Pøi oznaèování typické barvy objektù je vhodnìj�í oznaèit si bunìèné stìny ne� vlastní buòky. Binární
obraz bunìk pak lze získat inverzí obrazu bunìèných stìn. Je to vhodnìj�í z dùvodu dal�ích úprav
binárního obrazu funkcemi matematické morfologie, nebo� pouhým oznaèením nelze získat vhodný
obraz k mìøení.

6. Prùduchové charakteristiky lze stanovovat také mikroskopem. Je to v�ak mnohem pracnìj�í, ménì
pøesné a objem získaných dat je men�í.
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Studium fotosyntézy  kyslíkovou elektrodou a PAM fluorometrem

Kadleèek, P., Kubelková, M., Tichá, I.
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Po dopadu záøení na list se èást záøení odrazí, èást listem projde a èást se absorbuje. Energie
záøení absorbovaného fotosyntetickými strukturami se mù�e vyu�ívat ve fotosyntetických procesech
nebo vydávat ve formì fluorescence èi tepla. Pro studium energetických pøemìn absorbovaného záøení
v intaktních tylakoidních membránách chloroplastù se v dne�ní dobì èasto pou�ívá aparatura, kterou
lze souèasnì mìøit fotosyntézu jako výdej kyslíku a fluorescenci chlorofylu a ve fotosystému II (PS II)
vyu�itím tzv. metody saturaèních pulzù. Princip metody spoèívá v tom, �e se na list aplikují velmi silné
svìtelné pulzy, kterými se nasytí fotochemická konverze energie v PS II. Tím se pøechodnì kvantový
výtì�ek PS II potlaèí na nulovou hodnotu a kvantové výtì�ky fluorescence a nezáøivé disipace energie
vzrostou na maximální hodnoty. Tento pøístup umo�òuje získat údaje o fotosyntetické úèinnosti a
fotosyntetické kapacitì, o kvantovém výtì�ku PS II a kvantovém výtì�ku fluorescence, o rychlosti
transportu elektronù, o stupni fotoinhibice apod. (napø. WALKER 1990, KRAUSE a WEIS 1991,
SCHREIBER et al. 1995).

Pro mìøení produkce kyslíku bìhem fotosyntézy a spotøeby kyslíku bìhem temnotního dýchání
pou�íváme na PøF UK kyslíkovou elektrodu Clarkova typu (LD2/2, Hansatech, Kings Lynn, UK).
Tato elektroda je tvoøena platinovou katodou a støíbrnou anodou, které jsou zasazeny do disku z
epoxidové pryskyøice. Jako elektrolyt se pou�ívá nasycený roztok KCl. Po pøipojení ke zdroji napìtí
se elektroda polarizuje. Jestli�e elektrický potenciál na katodì dosáhne 600-700 mV, zaène se na jejím
povrchu redukovat kyslík. Na anodì souèasnì probíhá oxidace støíbra a vznikající chlorid støíbrný se
zde usazuje. Proud, který v tomto okam�iku prochází obvodem, je stechiometricky pøímo úmìrný
mno�ství kyslíku spotøebovaného na katodì. Tento proud se pøevádí na výstupní signál a zaznamenává
pøipojeným zapisovaèem (WALKER 1990).

Elektroda Clarkova typu tvoøí støední èást mìøící komory temperované vodou na    25 °C. Nad
elektrodu se vkládá listový terèík o maximální plo�e 10 cm2 a vlo�ka ze savého materiálu napu�tìná
200 ml 2M roztoku KHCO3 a 20 ml roztoku enzymu karboanhydrázy. Tento enzym zaji��uje saturaèní
koncentraci oxidu uhlièitého pro fotosyntézu v mìøící komoøe rozkladem KHCO3. Nad mìøící komoru
se upevòuje Björkmanova halogenová lampa (LS2H, Hansatech, Kings Lynn, UK) jako zdroj
aktinického záøení pro fotosyntézu, jeho� intenzita se reguluje neutrálními �edými filtry.

K mìøení fluorescence pou�íváme PAM fluorometr (Walz, Effeltrich, SRN). V na�í aparatuøe je
tvoøen dvìma jednotkami, PAM 101 a PAM 103, a svìtlovodnými vlákny. Jednotka PAM 101 obsahuje
emitor a detektor záøení, jednotka PAM 103 øídí spu�tìní a dobu trvání saturaèního pulzu svìtelného
záøení (zdroj KL 1500, Schott, SRN).

Princip PAM fluorometru je mo�né vysvìtlit následujícím zpùsobem (SCHREIBER et al. 1986):
Fluorescence v listovém terèíku se budí pulzy svìtelného záøení o délce jedné mikrosekundy, které jsou
emitovány LED diodami (�light emitting diode�) s frekvencí 1,6 nebo 100 kHz. Tyto pulzy svìtelného
záøení s maximem ve vlnové délce 650 nm procházejí cestou k povrchu listu pøes optický filtr, který
nepropou�tí záøení del�ích vlnových délek ne� 680 nm. Fluorescenèní signál emitovaný listem jako
odpovìï na ka�dý budící pulz se monitoruje fotodiodovým detektorem. Cestou k tomuto detektoru
v�ak je�tì prochází pøes ochranný filtr, který propou�tí pouze záøení del�í ne� 700 nm. Z tohoto rozmístìní
optických filtrù vyplývá, �e nemù�e dojít k chybné detekci budícího pulzu èi rozptýleného záøení místo
záøení fluorescenèního. Zachycený fluorescenèní signál, který má vzhledem k pulzní povaze budícího
záøení rovnì� nespojitý charakter, je selektivnì zesilován výkonným dvoustupòovým zesilovaèem.

Nejproblematiètìj�í fází pøi práci s aparaturou je èi�tìní a potahování kyslíkové elektrody. Pøed
zaèátkem vlastního mìøení je nutné z elektrody velmi peèlivì odstranit usazený chlorid støíbrný, k èemu�
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pou�íváme kanceláøskou pry� (lze pou�ít také zubní pastu). Katoda a anoda se spojí cigaretovým
papírkem, který je napu�tìn elektrolytem. Pøes cigaretový papírek se pøetáhne tenká teflonová membrána,
která je propustná pouze pro molekuly plynù (WALKER 1990). Je tøeba dávat pozor, aby pod teflonovou
membránou nezùstaly bublinky vzduchu a aby nedo�lo k jejímu protr�ení. Elektroda se nechá polarizovat.
Mìøící komora se propláchne dusíkem. Kyslíková elektroda se kalibruje 0,5 ml vzduchu o teplotì 25
°C.

Vlastní mìøení probíhá napø. podle schematu: pokusnou rostlinu zatemníme na     20 - 30 minut
(úplné zoxidování neboli �otevøení� v�ech reakèních center PS II). Vykrojíme listový terèík a umístíme
ho do mìøící komory. Ve tmì souèasnì s rychlostí temnotního dýchání (RD) mìøíme F0 (základní
fluorescence emitovaná temnotnì adaptovaným listem) a FM (maximální fluorescence emitovaná temnotnì
adaptovaným listem po aplikaci saturaèního pulzu). Rychlost èisté fotosyntézy (PN) mìøíme pøi dvou
hladinách (velmi nízké a saturaèní) ozáøenosti souèasnì s FS (ustálená hladina fluorescence emitovaná
listem pøi dané ozáøenosti) a FM´ (maximální fluorescence emitovaná fotosyntetizujícím listem pøi dané
ozáøenosti po aplikaci saturaèního pulzu). Po ka�dém mìøení PN následuje mìøení RD, F0 a FM. Zmìøení
jednoho listu trvá zhruba jednu hodinu. Po odeètení hodnot z grafického záznamu slou�í tato data k
výpoètùm dal�ích parametrù (napø. maximální fotochemické úèinnosti PS II, aktuální fotochemické
úèinnosti PS II èi stupnì redukce primárního chinonového akceptoru elektronù - viz GENTY et al.
1989, KRAUSE a WEIS 1991). Velkou výhodou pro vyhodnocování experimentálních dat je pøipojení
poèítaèe pøímo k aparatuøe.

Poøízení této aparatury vy�aduje velkou investici (ca 33.000,- DM), ale provozní náklady jsou
relativnì nízké. Aparatura je prostorovì nenároèná a její obsluha je po zapracování pomìrnì jednoduchá.

Aparatura byla PøF UK darována nadací Volkswagen (grant è. I/68918).
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1. Ultrastruktura rostlinných bunìk je pozorována a fotografována v transmisním elektronovém
mikroskopu (TEM) a získané snímky jsou stereologicky hodnoceny.

2.  A/ Je tøeba TEM, ultramikrotom, knifemaker pro pøípravu no�ù a bì�né laboratorní vybavení.
B/ Pou�ívám standardního postupu pøípravy preparátù pro TEM (Kutík et al. 1984, 1993): fixace
(napø. kouskù listové èepele) glutaraldehydem ve fosfátovém pufru, vyprání pufrem, postfixace
kyselinou osmièelou v tém�e pufru, odvodnìní ve vzestupné alkoholové øadì, zalití (pøes
propylénoxid) do epoxidové pryskyøice (Spurrova nízkoviskozitního média), kontrastování
ultratenkých øezù (sklenìné no�e) uranylacetátem a citrátem olova. Na pozitivech snímkù z TEM
stanovuji objemové hustoty (relativní parciální objemy) bunìèných struktur (napø. slo�ek
chloroplastù) pomocí bodových rastrù (Gundersen a Jensen 1987) a skuteèné rozmìry organel.
C/ K vyhodnocení získaných dat postaèí jednoduchý poèítaèový program: výpoèet základních
statistických parametrù doplnìný napøíklad Studentovým t-testem.

3. TEM, ultramikrotom a knifemaker jsou nákladné investice (dohromady nejménì 2,5 mil. Kè). Pøíprava
preparátù pro TEM trvá v zásadì ètyøi dny. Èasovì nároèné a pracné je stereologické hodnocení
- zatím se je nedaøí (alespoò pro chloroplasty) pøevést na automatickou analýzu obrazu.

4., 5., 6. Pro stereologické hodnocení    musí být ultratenké øezy    dobøe orientované
      a kontrastní.   Metoda dává pomìrnì komplexní obraz o ultrastruktuøe studovaných
      objektù.

Literatura:
Gundersen, H. J. G., Jensen, E. B.: The efficiency of systematic sampling in stereology and its prediction.-

Journal of Microscopy 147: 229 - 263, 1987. Kutík, J., �esták, Z., Volfová, A.: Ontogenetic changes
in the internal limitations to bean- leaf photosynthesis 8. Primary leaf blade characteristics and
chloroplast number, size and ultrastructure.- Photosynthetica 18: 1 - 8, 1984. Kutík, J., Èinèerová,
A., Dvoøák, M.: Chloroplast ultrastructural development during the ontogeny of the second leaf of
wheat under nitrogen deficiency.- Photosynthetica 28: 447 - 453, 1993.

Hall, J. L., Hawes, C. (ed.).: Electron Microscopy of Plant Cells.- Academic Press (Harcourt, Brace
Jovanovich Publishers), London - San Diego - New York - Boston - Sydney - Tokyo - Toronto
1991.
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Analýza obrazu v rostlinné fyziologii

Opatrná, J.

Výzkumný ústav rostlinné výroby, Drnovská 507, 160 00 Praha 6,
tel: 02/36 08 56,  fax: 02/36 52 28, 02/36 52 29

Nejvýznamnìj�í pøínos obrazové analýzy pro rostlinnou fyziologii souvisí s vývojem metod pro
získání kvantitativních údajù a z nich odvozených morfologických charakteristik umo�òujících popis,
porovnání a hodnocení rostlinných orgánù, pletiv a bunìk, ale i barevných reakcí, fluorescence,
elektroforeogramù, autoradiogramù, a pod. Principy  metod obrazové analýzy budou podrobnì uvedeny
na tomto semináøi v presentaci firmy Laboratory Imaging. Zde tedy struènì  uvedu jen základní údaje
týkající se metody.

Prvním pøedpokladem práce je získání kvalitního digitálního obrazu studovanáho objektu. K tomu
úèelu mù�e být pou�it scanner nebo  TV kamera s pøíslu�ným objektivem nebo pøipojením na mikroskop.
Obraz barevný nebo èernobílý dostateènì vysokého rozli�ení, mù�e být poøízen pøi svrchním osvìtlení
objektu nebo pøi prosvícení svìtlem bílým, UV, atd.. Podobnì lze snímat i fotografie, diapositivy nebo
xerokopie rostlinných objektù. Ve stejném uspoøádání jako snímáme objekty je tøeba sejmout i reálné
mìøítko, které  nám umo�ní kalibraci systému a tím mìøení v reálných jednotkách. Druhou èástí práce
je zpracování obrazu, kalibrace a mìøení zvolených charakteristik studovaných objektù. Je otázkou
kvality obrazového procesoru, poèítaèového vybavení a pou�itého softwaru jaká mìøení nám umo�ní.
Archivace získaných obrazù a dat a jejich zpracování podle po�adavkù následné presentace (protokol,
zpráva, publikace, plakátové sdìlení) zále�í na výbìru pøíslu�enství a mo�nostech ka�dého u�ivatele.
V dal�í èásti uvedu pøíklady a zku�enosti s pou�itím obrazové analýzy systémù LUCIA M a LUCIA D
(Laboratory Imaging, s.r.o.) ve Výzkumném ústavu rostlinné výroby, kde toto zaøízení pracuje 3 roky.

ARCHIVACE OBRAZU je pou�ívána  pro uchování obrazu pro dokumentaci výsledkù pozorování,
charakteristických objektù a pod. Kvalitu ukládaného obrazu lze zvý�it úpravou kontrastu, barevného
tónu, výøezem,  doplnit textem, �ipkami, mìøítkem a pod. Zároveò lze ulo�it legendu a popis. Archivace
je pou�ívána také jako souèást experimentální práce pro prùbì�né ukládání souborù bìhem pokusu èi
pozorování. To umo�òuje jejich  mìøení a hodnocení jedním standardním postupem  a� v dobì po
ukonèení experimentu.
Úskalím archivace je pomìrnì znaèná potøeba pamìti. Je tedy nutné zvá�it jak veliký soubor lze ulo�it
na hard disk nebo zda je tøeba pou�ít komprese dat nebo nìkterý z dostupných vnìj�ích pamì�ových
systémù (na pø. Syquest s výmìnnými disky na 270MB).
PØÍKLADY POU�ITÍ:
V na�em ústavu byly pøipraveny archivy obrazù do rùzného stupnì po�kozených listù, hlíz, plodù,
semen rostlinným �kùdcem doplnìné kvantitativním údajem % zasa�ené plochy. Jsou významnou
pomùckou pro vy�kolení personálu na hodnocení projevù choroby v porostech v polních  podmínkách
nebo pro práci inspekèních pracovníkù.
Na nìkolika vysokých �kolách jsou pøipravovány soubory obrazù pro didaktické úèely, obsahují grafy,
ilustrace, ale i originálnì nasnímané obrázky makroskopické i mikroskopické vztahující se k pøedmìtu
výuky. Mohou být pou�ity pøi výuce, opakování i zkou�ení studentù. .
Významné urychlení práce pøi studiu vlivu chladového stresu na frekvenci mitos v koøenových �pièkách
pøineslo ulo�ení souboru obrazù jednotlivých zorných polí roztlakových preparátù na externí disk Syquest.
Frekvence mitos a velikost jader byla hodnocena automaticky v�dy pro v�echna zorná pole jednoho
roztlaku pomocí makra (viz dále).
Hodnocení in vitro probíhajících selekèních testù na kanamycinovou resistenci u transgenních brambor
je nároèné na rychlost provedení (rychlé zavadání nodálních segmentù) a pøesnost mìøení délky ú�labních
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pupenù (0,5 - 30mm). Nasnímání souboru jednotlivých vzorkù a následné interaktivní mìøení pupenù
(viz dále) pøi odpovídající kalibraci systému znaènì zjednodu�í a zpøesní práci.

MÌØENÍ lze rozdìlit na interaktivní a automatické.
Mìøení interaktivní spoèívá v mìøení délek nebo profilù po trajektorii (nejèastìji pøímce), kterou si
sám u�ivatel zvolí. Soubory namìøených hodnot lze exportovat do statistického programu (Excel, Quatro
Pro) k dal�ímu zpracování.
PØÍKLADY POU�ITÍ:
Mìøení délky stonku, vý�ky rostlin (stromù), rozmìrù listù, plodù, rùstové analýzy. Pro orientaèní a
rychlou dokumentaci prùbìhu densit v elektroforeogramu lze pou�ít funkci �Profil�. Densita je mìøena
v místech   kudy prochází prolo�ená pøímka. Tento zpùsob byl postaèující na pø. pro dokumentaci
odchylných spekter zásobních proteinù pøi testování èistoty osiv (ÚKZÚZ). Pro pøesné vyhodnocení
densit v celé �íøce prou�ku, vèetnì korekcí na tvar a délku stopy, jsou distribuovány speciální programy
(na pø. Elfo, Gel Manager).
Mìøení automatické pøedpokládá v prvním kroku vytvoøení binárního obrazu - u�ivatel pomocí kursoru
oznaèí struktury, které mají být mìøeny. Po odkliknutí jsou oznaèena umìlou barvou (overlay) v�echna
místa stejné intensity, resp,. barvy (prahování, segmentace, threshold). Pokud pracujeme s èernobílým
systémem je prahování zalo�eno na kontrastu po�adovaného objektu vùèi pozadí, u barevného systému
pak probíhá prahování na základì barevné odli�nosti hodnocených struktur vùèi okolí. Informace je
tím redukována na dva stupnì: ano - ne. Vytvoøený binární obraz je pak v dal�ím kroku mìøen.
Úskalí: V mnoha pøípadech je v�ak kontrast po�adovaných struktur málo zøetelný, pøi prahování
v celé plo�e obrazu se oznaèují i ne�ádoucí objekty nebo nerovnomìrnosti pozadí. Zde pak nastupuje
celý systém úprav, které umo�ní vytvoøení binárního obrazu co nejvìrnìj�ího po�adované skuteènosti.
Systémy LUCIA mají k disposici rozsáhlou �kálu úprav kontrastu, zaostøení, barevných charakteristik
reálného obrazu, zpùsoby prahování na základì odvozených programù z matematické morfologie a
koneènì �kálu úprav binárního obrazu (erose, dilatace, close, open, fill holes..) a mo�nost aritmetických
operací mezi jednotlivými obrazy. Optimalizovaný sled pøíkazù (makra) lze ulo�it a pou�ít jako program
pro zcela automatické, na experimentátoru nezávislé, mìøení rozsáhlých souborù obrazù.
Nicménì, pøi rozhodování co a jakým zpùsobem chceme mìøit by v prvné øadì mìla být vìnována
velká pozornost optimalizaci zpùsobu snímání obrazu (osvìtlení svrchní èi prosvícení, zaclonìní, barevný
filtr, obarvení objektu, kvalita preparátu, nastavení mikroskopického obrazu a pod.) tak, aby po�adovaný
objekt, struktura, byla zobrazena jasnì, a kontrastnì. Kvalitní obraz u�etøí mnoho práce programátorské
a umo�òuje rychlé zpracování.
Pøed vlastním mìøením je tøeba nejprve zvolit parametry ( na pø. plocha, délka, �íøka, cirkularita,
densita,...) které budou mìøeny a zvolit zpùsob mìøeni (celé pole, objekty, oznaèené jednotlivé objekty).
Dále je tøeba vytvoøit kalibraci systému tak, aby mìøení probíhalo v reálných   jednotkách.
PØÍKLADY POU�ITÍ:
Mìøení délky koøenového systému a poètu postranních koøenù je jednou z nejbì�nìj�ích úloh. U
jednoduchých koøenù ( na pø. koøenový systém 2 týdenních rostlin p�enice) se provádí mìøení pøímo na
rozprostøených koøenech pøi prosvícení. U vìt�ích lze pou�ít na pø. metodu rozøezání koøenù na segmenty
konstatntní délky  a rychlé stanovení jejich poètu na obrazové analýze nebo kombinaci s metodami
stereologickými na pø. stanovení poètu prùseèíkù se sítí rovnobì�ných pøímek.
Stanovení listové plochy je úloha jednoduchá, nicménì konvenèními metodami zejména pøi èlenitých
tvarech, èasovì nároèná. Urèení plochy jehlic smrku na letorostech dává dal�í mo�nosti pøi posuzování
fyziologických charakteristik po�kození lesù (na pø. referenèní hodnota k mìøení fotosyntézy). V
 posledních letech byly publikovány práce zabývající se vyu�itím obrazové analýzy pro získáni tvarových
charakteristik listu. Zpravidla se jedná o vytvoøení matematického vzorce sestaveného z namìøených
parametrù (na pø. délka,�íøka, obvod, polomìr kru�nice vepsané a pod.), který co nejlépe vystihuje ten
který morfologický typ.
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Øada aplikací byla vyvinuta pro posuzování velikosti, tvaru a povrchu semen. Ty byly pou�ity na pø. pro
posuzování projevù genetické pøíbuznosti jednotlivých genotypù, ale té� pro urèení èistoty, vyrovnanosti
osiva nebo potravináøských kontrolách kvality potravin.
   �iroké pou�ití má obrazová analýza v oblasti fytopatologie. Jako pøíklady uveïme alespoò : stanovení
rozsahu lézí na listech po napadení listù brambor fuzariem, stanovení poètu sklerocií rzí na listech trav,
stanovení procenta plochy listu ponièené po�erem hmyzím �kùdcem, stanovení rozsahu po�kození
povrchu hlíz houbovou chorobou, atd.
Na mikroskopické úrovni uvedeme pøíklady nìkolika typických úloh: pøi dostateènì kontrastním obarvení
preparátu lze prahovat protoplasty (resp. stìny bunìk + invertovat binární obraz) a pak stanovit poèet,
velikost  a tvarové charakteristiky bunìk. S výhodou lze pou�ít nastavení �masky�, kterou mù�eme
vymezit mìøenou oblast èi funkce �restrikcí�, kdy mìøené parametry mù�eme roztøídit na nìkolik kategorií
a na obrazovce je zpìtnì vizualizovat (na pø. tøi velikostní skupiny). Úskalím jsou materiály, které se
obtí�nì barví nebo se navzájem pøekrývají, jako na pø. preparáty bunìèných suspenzí. Pøi stanovení
poètu bunìk mù�e být øe�ením na pø. obarvení jader na pø. DAPI a v odpovídající fluorescenci stanovit
poèet záøících objektù, které se snadno naprahují a minimálnì pøekrývají.
   Zcela nové mo�nosti dává obrazová analýza pro histochemické studie. Pøi prahování na barevný
odstín výsledného produktu reakce, je mo�né urèit plochu positivnì reagujícího pletiva a pøi vhodné
kalibraci a respektování pøíslu�ných kontrol, získat i kvantitativní údaje o intensitì histochemické reakce.
Podobnì lze i poèítat mno�ství partikulí zlata (imnocytochemické metody) nebo støíbra (autoradiografie).
   Zámìrnì vynechám pou�ití obrazové analýzy pro cytogenetická  studia , proto�e jim budou vìnovány
samostatné referáty a také pou�ití obrazové analýzy pro gelové elektroforézy je otázka speciálních
programù.

PREZENTACE. Digitální obraz poøízený obrazovou analýzou a upravený pro prezentaci (kontrast,
popis  textem, �ipkami a pod.) lze vytisknout na tiskárnì. Velmi se nám osvìdèil thermoprinter Mitsubishi
P66 D, který tiskne ve velmi dobré kvalitì levné obrázky (cena asi 2Kè), tak�e je dostupný i jako
protokolová dokumentace. Obrázky lze exportovat pøímo do textu  psaném na pø. ve Wordu a podle
na�ich zku�eností jsou akceptovány i redakcemi èasopisù. Je tøeba upozornit, �e tisky  z èernobílého
termoprintru na ostrém svìtle èasem blednou (xerokopie, nový tisk). Pro tisk barevných obrázkù lze
pou�ít na pø. barevný printer Mitsubishi CP 52E. Pøi správném nastavení je kvalita zcela srovnatelná
s barevnou fotografíí a je stabilní.

Obrazová analýza je významným metodickým pøínosem  pro øe�ení mnoha fyziologických problémù.
Nejen, �e práci významnì zrychluje, ale v mnoha aplikacích získává údaje dosud nedostupné. Metoda
je ve velkém progresu. Pøed tøemi lety na konferenci FESPP byla presentována sdìlení ze tøí pracovi��.
V tomto roce bylo ji� do podzimu publikováno nìkolik desítek prací pou�ívajících obrazovou analýzu.
Troufám si odhadnout, �e do dvou let mohou být kvantitativní údaje  získané objektivním mìøením na
obrazové analýze podmínkou pro publikovatelnost výsledkù.



132

Methods in Plant Sciences

Rostlinné HeLa buòky? Bunìèné linie jako alternativa klasických
rostlinných modelù.

Opatrný, Z.

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

Linie in vitro pìstovaných bunìk vy��ích organizmù patøí ji� neodmyslitelnì mezi biologické
materiály významné a nezastupitelné jak z hlediska aplikace v experimentálním výzkumu, tak v medicinské
praxi. Navzdory srovnatelné historii existence výzkumných oblastí rostlinných (Haberlandt 1902) a
�ivoèi�ných (Roux 1892) in vitro kultur je prozatím nejen praktické,ale té� experimentální vyu�ití
rostlinných bunìèných linií výraznì omezenìj�í. Není to zpùsobeno jen tradiènì  men�ím obecným
impaktem rostlinných vìd oproti �ivoèi�ným, dùvodem je i øada technických èi metodických nevýhod,
které vìt�inou rostlinné bunìèné linie oproti �ivoèi�ným mají. Prvým problémem je ji� sama mo�nost
jejich cílené pøípravy a standardisace, dal�ími jejich nízká cytologická a fysiologická homogenita, stabilita,
rùstová rychlost, omezené mo�nosti jejich konservace a j. Srovnatelnost s parametry obecnì pou�ívaného
modelu �ivoèi�ných HeLa bunìk (�nesmrtelná� bunìèná linie , odvozená v  60-tých letech z cervikálního
tumoru Heleny Langové , U.S.A. ) je , navzdory reklamnímu titulku publikace Nagata et al. 1992,
samozøejmì pouze èásteèná. Rostlinná linie tabákových bunìk BY-2 je sice té� �nesmrtelná� sensu
lato, vyznaèuje se vysokou rùstovou rychlostí a viabilitou, je fenotypovì stabilní za standardních
kultivaèních podmínek.  Není v�ak samozøejmì nadána kontaktní inhibicí, neadheruje k podkladùm
srovnatelnì s pøíslu�nými kmeny HeLa, neroste na nich v podobì monolayeru , není totálnì a spontánnì
disociovatelná na jednotlivé buòky, má podstatnì ni��í plotnovací efektivitu atd. V øadì parametrù v�ak
podstatnì pøevy�uje dosud pou�ívané rostlinné bunìèné kultury, vyjma snad jediné , t.j. linie VBI-0
(Opatrný 1971, Opatrný a Opatrná 1976). Proè je tomu tak, je to dáno jen malou pílí èi zájmem
badatelù èi odli�nostmi rostlinného materiálu oproti �ivoèi�nému ?

Pøíspìvek si klade za cíl seznámit posluchaèe v prvé øadì se základními technickými úskalími
pøípravy rùzných typù rostlinných bunìèných kultur, mo�ností selekce vhodných bunìèných populací,
zpùsoby klonování jednotlivých somatických bunìk. Budou posouzeny úèinky rùzných faktorù na takové
vlastnosti bunìèných kultur, je� bezprostøednì ovlivòují jejich experimentální vyu�itelnost, zejména pak
na rozpadavost (friabilitu), odolnost k rùzným typùm stresu, celkovou rùstovou rychlost a výtì�nost,
�ivotaschopnost a stárnutí, cytologickou i genetickou homogenitu, synchronnost jednotlivých fází
bunìèného i rùstového cyklu.
Typy bunìèných kultur, kultivace jednotlivých bunìk , kultivace bunìèných populací

V podmínkách in vitro lze pìstovat jak tìlní (somatické) buòky, tak buòky podílející se
v generativním rozmno�ování , zejména mikro- pøípadnì megaspory. Zvlá�tní typ kultur  pak pøedstavují
buòky doèasnì zbavené bunìèné stìny, t.j. izolované protoplasty. Ve v�ech tìchto pøípadech je mo�né
pìstovat buòky buï jednotlivì (mikrokultury) nebo v podobì bunìèných populací nejrùznìj�ího objemu.
Ka�dá z technik má samozøejmì své nároky a limity, úspì�nost pìstování jednotlivých bunìk je mj.
podmínìna dodr�ením vhodného pomìru mezi objemem kultivaèního media a objemem biomasy. Densita
inokulí ni��í ne� 104 bunìk na ml media je vìt�inou kritická nejen pro jejich dal�í dìlení, ale té� pøe�ití.
Pro klonování bunìk (pøípravu  �single cell clones� fysiologicky a geneticky potenciálnì homogenních)
je tak nutno aplikovat techniku t.zv. nanokultur (pìstování jednotlivých bunìk resp. protoplastù
v kapkách objemu desítek nl). Alternativu pøedstavuje pou�ití t.zv. kondiciovaných (conditioned) medií
, t.j. pùd, v nich� krátkodobì rostla vhodná kultura èi rùzné techniky �chùvy� (nurse culture), pøi nich�
tato pomocná kultura produkuje esenciální látky difundující ke klonovaným buòkám. Fenomén
�conditioningu� je blí�e studován i v souvislosti s výzkumem chemické signalisace u rostlin v rùzných
fázích vývoje (ku pø. v rané embryogenezi, zygotické i somatické).
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 Rozpadavost a rùstová rychlost
Pøedpokladem vzniku bunìèných kultur je dostateèná spontánní rozpadavost pìstovaných pletiv,

t.j. odluèitelnost �ivotaschopných dceøinných bunìk následných generací. V pøírodì se takový jev
vyskytuj jen zøídka (tekuté endospermy, zrání plodù a p.), v podmínkách in vitro kultury je podpoøen
slo�ením kultivaèního media a úmìrným mechanickým pohybem tekuté pùdy (tøepání èi probublávání
na tøepaèkách, rollerech, ve fermentorech). Odvození vysoce rozpadavých bunìèných linií je a� na
výjimky výsledkem dlouhodobé (i víceleté) selekce bunìèných subpopulací s pravdìpodobným defektem
syntézy mezibunìèné centrální lamely. Techniky analogické trypsinisaci �ivoèi�ných tkání (ku pø. aplikace
pektináz, celuláz, hemiceluláz) , právì tak jako mechanická frakcionisace kultur nevedou k úspìchu:
výsledkem je vìt�inou opakovaná tvorba kompaktních bunìèných agregátù. Takové kultury lze jen
s rozpaky nazývat �bunìènými liniemi� - v mikroprostøedí velkých agregátù se diferencují buòky
fysiologicky i morfologicky velmi rùznorodé, výraznì se li�ící prùbìhem bunìèného cyklu, biologickou
odpovìdí na vnìj�í faktory a p. Nízce rozpadavé kultury jsou nevhodné pro cytologické práce a mimoto
mají vìt�inou jen nízkou rùstovou rychlost. Získání vysoce rozpadavé bunìèné linie od konkrétního
rostlinného materiálu mù�e mít tedy pro daný typ pokusù klíèový význam.
Taxonomická / genotypová/ orgánová specifita rozpadavosti linií

Mechanismus fenoménu rozpadavosti bunìèných linií nebyl dosud hloubìji studován. Je nicménì
zøejmé, �e kromì ní�e uvedených faktorù (medium, zejména jeho hormonální slo�ení, kultivaèní re�im)
hraje podstatnou roli sám pùvod materiálu. Existují taxony, od nich� navzdory soustavnému úsilí nebyly
dosud vhodné bunìèné linie odvozeny (ku pø. nìkteré hospodáøsky významné druhy èel. bobovitých -
jako hrách èi koòský  bob). Dìlící èarou pøitom není ku pø. pùvod bylinný èi døevinný, kultury typu
�Paul´s  Scarlet Rose� (rù�e - viz ku pø. Weinstein et al. 1962) èi �sycamore cell line� (Acer
pseudoplatanus - viz ku pø. Gould et al. 1974 ) patøily ji� pøed øadou let k oblíbeným modelovým
materiálùm.
Vliv kultivaèních podmínek: medium, kultivaèní re�im

Klíèovou roli v navození a udr�ení rozpadavosti , právì tak jako rùstové rychlosti a fenotypové
stability kultur hrají (zøejmì) rùstové látky. Dosud známé , obecnìji vyu�ívané bunìèné linie (viz ní�e)
byly vesmìs pìstovány v mediích s pomìrnì vysokým obsahem (10-5M) syntetických auxinù typu 2,4-
D èi NAA, pøi souèasné absenci cytokininù. Pøídavek cytokininù má obecnì za následek zvý�ení
kompaktnosti i rozmìrù bunìèných agregátù. Snad proto témìø neexistují kvalitní cytokinin - dependentní
bunìèné linie.

Spontánní rozpadavost materiálu se vìt�inou mìní v prùbìhu subkultivaèního intervalu (SBI). Je
nejni��í v prùbìhu exponenciální fáze rùstu kultur, bìhem ní� se buòky pùvodního inokula do rùzné míry
synchronnì dìlí a vytváøejí øetízkovité èi sférické agregáty, stoupá s nástupem stationární fáze, bìhem
ní� se buòky dlou�í resp. rostou. Bunìèná linie bìhem obvyklého SBI tak do jisté míry imituje chování
bunìk a pletiv in vivo : stárnutí nìkterých orgánù mù�e být následováno abscisí èi autolysou pletiv.
Vhodným subkultivaèním re�imem - zvolenou délkou SBI, densitou inokula atd. mù�eme tyto procesy
do jisté míry ovlivnit. Velmi nízká densita inokula tak v pøíp. modelových linií (VBI-0, BY-2, HBY-2)
má za následek tvorbu kompaktních, mnohabunìèných , vìt�inou sferisujících agregátù. Pøi subkultivaci
pomocí vysoce densitních inokulí (a� 105 bunìk / ml) lze naopak prùbì�nì udr�ovat linii v podobì
velkých, èasto volných bunìk,  je� jsou vhodné pro cytologické èi cytochemické analýzy.
Genotyp, stabilita

Dosud existuje jen velmi málo údajù o genetické vyrovnanosti modelových dlouholetých linií typu
SCL, BY-2, VBI-0. Jejich karyologický obraz by bylo mo�no definovat jako �dynamickou nestabilitu�
v ní� jsou extremní odchylky prùbì�nì spontánnì eliminovány. V pøípadì linie VBI-0 pøetrvává
tetraploidie (cca 4n = 48 chromosomù) s obèasnými výkyvy +- 2-4 chromosomù , tedy stav blízký
zøejmì situaci somatických pletiv tabáku. Pro práce fysiologického charakteru takové kultury tedy
pøedstavují velice vyrovnaný pokusný model.
 Bunìèný cyklus, synchronisace
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I z tìchto dùvodù vykazují kvalitní bunìèné linie pomìrnì znaènou spontánní synchronnost
bunìèného dìlení v prùbìhu standardního SBI.  V pøípadì linie VBI-0 (a také BY-2, za urèitých
kultivaèních podmínek) mù�e tato hodnota aktuálního mitotického indexu dosahovat úrovnì a� 12-
15% , tedy srovnatelné s hodnotami koøenových meristémù. Výsledky biochemických analýz lze tak
pomìrnì dobøe korelovat s urèitou fází �ivotního a� bunìèného cyklu bunìk (pøinejmen�ím s porovnáním
mitotické buòky: interfázní buòky, viz Za�ímalová et al. 1995,1996) a namìøené hodnoty (enzymových
aktivit/ hladin hormonù, cukrù, �krobu/ kapacity vazebných míst/ posttranslaèních modifikací proteinù/
inkorporovaných tì�kých kovù atd.) vztahovat nikoliv na jednotku biomasy èi proteinu, ale na jedinou
buòku. Informace bì�nì skryté v ��umu� prùmìrných výsledkù tak náhle poskytují zcela nový  logický
pohled na zkoumaný dìj (viz pøíklady uvedené v pøedná�ce).

Významný metodický pokrok samozøejmì pøedstavují práce s bunìènými liniemi doèasnì cílenì
synchronizovanými. V pøípadì linie BY-2 byla ji� úspì�nì vypracována technika kombinované
synchronizace pomocí aphidicolinu (inhibitor DNA polymerázy alfa) a nìkterých mikrotubulárních jedù
, blokujících funkci dìlícího vøeténka (oryzalin èi propizamid) - blí�e viz Nagata et al. 1992, Shibaoka
1993. Výsledkem mù�e být a� 90-95% kumulace bunìk v metafázi, ji� lze zru�it odstranìním inhibitorù
a navodit dal�í, podstatnì v�ak ji� ni��í �mitotickou vlnu�. Takto synchronisované linie slou�í k nejrùznìj�ím
typùm analýz strukturálních (ku pø. stav cytoskeletu - Shibaoka 1993) èi biochemických (histony -
Reichheld et al. 1995, rùstové látky - Redig et al. 1996, cAMP - van Onckelen et al., unpublished
a  j.) v rùzných fázích bunìèného cyklu. Výsledkem pak mohou být zji�tìní zásadního významu: tak ku
pø. analýza asynchronní populace bunìk rostlinných orgánù doposud poskytovala zcela rozporné èi
spí�e negativní údaje o roli cAMP. Výsledky týmu prof. van Onckelena dosa�ené s pomocí
synchronisované linie BY-2 vykazují zásadní rozdíly hladin cAMP v rùzných fázích cyklu, je� by pøi
�zprùmìrování� materiálu samozøejmì unikly pozornosti.

U linie VBI-0 nebyla zatím tato synchronisaèní technika aplikována: èásteèného zvý�ení MI bylo
dosa�eno aplikací hydroxymoèoviny, ve�keré dal�í doporuèované postupy (hladovìní, teplotní stres
aj.) byly témìø neúèinné.
Fenotyp, stabilita

Významným, experimentálnì vyu�itelným  znakem bunìèných linií mohou být vedle biochemických
charakteristik i jejich morfologie. Rostlinné kultury se samozøejmì nevyznaèují takovou mírou
morfologické stability jako nìkteré bunìèné linie �ivoèi�né, jejich fenotyp není a priori urèen
histogenetickým pùvodem. Bunìèné linie odvozené z nejrùznìj�ích orgánù resp. pletiv mohou mít takøka
toto�ný vzhled, naopak z tého� výchozího explantátu lze cílenì èi nahodile odvodit linie kontrastního
fenotypu. Za standardních kultivaèních podmínek v�ak mohou být rùstové schopnosti, tvar a velikost
bunìk, stavba bunìèných agregátù dané linie velmi stabilní - a naopak vysoce citlivé k rùzným vnìj�ím
faktorùm. Bunìèná linie tak slou�í jako spolehlivý biotest úèinku ku pø. stresových faktorù, xenobiotik,
rùstových látek aj. (pøíklady). Na bunìèné úrovni lze tak studovat fenomény polarity, regulace bunìèného
dìlení a rùstu, primitivní stadia organogeneze èi embryogeneze, projevy a mechanismy mezibunìèné
komunikace, interakce rostlinných bunìk s mikroorganismy, mechanismy programované bunìèné smrti
(apoptosy) ap.
Bunìèné linie jako alternativa komplexních modelù: výhody, omezení, perspektivy

Není jistì sporu o tom, �e v podmínkách in vitro kultury lze simulovat jen èást �normálního
chování� intaktních rostlin �ijících v pøirozených spoleèenstvech a pomocí bunìèných linií jen zlomek
�ivotních procesù komplexní rostliny. Pøesto ji� nyní pøedstavují unikátní doplòkový pokusný model.
Vedle bì�nì uvádìných pøedností (pøesnì definované kultivaèní podmínky, vysoce fysiologicky (?) a
morfologicky homogenní materiál, snadná a synchronní aplikace studovaného regulaèního faktoru)
poskytují mo�nost simultánní analytické práce na øadì úrovní (biochemie, standardní cytologie,
cytochemie, in situ hybridisace), bezprostøedního sledování �iroké bunìèné populace, studia jejích
adaptaèních reakcí. Pou�itelné je spektrum mikrotechnik (mikroinjekce èi jiné mikromanipulace) a
technik obrazové dokumentace (èasosbìrná fotografie, mikrokinematografie, videozáznam,pulsní záznam
pomocí analýzy obrazu , vèetnì uplatnìní konfokální mikroskopie - pøíklady).



135

Cytologické a obecnì fyziologické pøístupy ke studiu rostlinné buòky

Prozatím neúspì�né byly pokusy o dlouhodobìj�í udr�ení synchronnì se dìlících (a vyvíjejících)
bunìèných populací - i pøi vysoké úrovni první vlny mitotických bunìk ji� následná klesá nejménì na
polovinu, synchronisaèní úèinek dále rychle odeznívá. Lze si tedy zatím klást otázku, nakolik �normální�
metabolické dìje stanovujeme v buòkách oné první, umìlé vlny.

Mo�ná bezvýchodné je i úsilí o vyvolání bunìèného (èi opakovanì jaderného) dìlení v isolovaných
protoplastech, tedy bezblanných buòkách vy��ích rostlin, tuto schopnost zatím vykazuje pouze jeden
mutantní kmen Chlamydomonas.

Velmi obtí�ná je i nadále kultivace fenotypovì vyrovnaných bunìèných linií za extremních podmínek
- a to jak v podobì �single cells�, tak ve velkých objemech, potøebných pro preparativní analýzu.
Teprve dal�í úsilí uká�e, zda pøíèinou je sama podstata rostlinného materiálu, èi pouze na�e dosavadní
neznalost zákonitostí, øídících chování rostlinných bunìk.
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Testy �ivotnosti a po�kození rostlinných pletiv po pùsobení mrazù.

Prá�il, I.T., Prá�ilová, P.

Výzkumný ústav rostlinné výroby, Drnovská 507, 16106 Praha,
tel: 02/36 08 51, e-mail: prasil@hb.vurv.cz

Metody urèení odolnosti rostlin vùèi mrazu lze rozdìlit na pøímé a nepøímé (Prá�il et al. 1994, upraveno):

Pøi nepøímém stanovení odolnosti nejsou rostliny vystaveny mrazu, nemusí ani projít fází otu�ování
rostlin, která je spojena s indukcí odolnosti. Pøímé metody jsou zalo�eny na pøímém vystavení rostlin
resp. jejich pletiv mrazu. Potom následuje fáze stanovení �ivotnosti a po�kození pletiv (testy
�ivotaschopnosti), na její� pøesnosti závisí mo�nost kvantifikace po�kození a odolnosti pletiv vùèi mrazu.

V následující tabulce uvádíme nejèastìj�í testy �ivotnosti pou�ívané pøi stanovení odolnosti pletiv
vùèi mrazu (zpracováno podle Palta et al. 1978, Calkins et Swanson 1990 a dal�í):
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Testy lze dále dìlit podle toho jestli jimi stanovíme nepo�kozené èi mrtvé èásti, nebo vratné èi
nevratné po�kození. V na�í laboratoøi jsme u�ili nebo u�íváme tyto testy: rùstový (dlou�ivého rùstu),
regeneraèní, stanovení rychlosti dýchání, fotosyntézy, fluorescence chlorofylu, TTC, udr�ení turgoru,
barvení cytoplazmy, impedance pletiv a vodivostní mìøení výtoku elektrolytù. Namìøené hodnoty
jednotlivých charakteristik vyjadøujeme obvykle v procentech kontrolní varianty z O °C. Pøi u�ití nìkolika
odstupòovaných intenzit mrazu a vyhodnocení dat vhodnými statistickými metodami (probitová analýza
nebo logistická køivka) vypoèítáme pro ka�dou charakteristiku letální nebo-li kritickou teplotu LT50
(Janáèek et Prá�il 1991). Ta udává teplotu mrazu, která vede k 50% po�kození dané charakteristiky a
slou�í jako kvantitativní ukazatel její odolnosti. Z na�ich prací vyplývá rozdílná úroveò mrazuvzdornosti
jednotlivých charakteristik v závislosti na rùstu a vývoji rostlin.

Blí�e uvádíme metodu mìøení elektrické vodivosti vyplavených iontù. Tato metoda, nazývaná také
jako konduktometrická, je �iroce u�ívána pøi hodnocení �kod zpùsobených rùznými stresovými faktory
(napø.chladem, horkem, suchem). Zalo�ena je na mìøení mno�ství uvolnìných iontù z po�kozeného
pletiva do vody a vychází z pøedpokladu, �e vyteklé mno�ství iontù je úmìrné stupni po�kození pletiv
mrazem. Mno�ství vyteklých iontù je ov�em ovlivnìno dal�ími faktory jako jsou mno�ství a obsah iontù
a vody v pletivu, velikost, tvar a struktura u�itých segmentù pøi pøípravì vzorkù a doba výtoku iontù.
Snaha oddìlit tyto ru�ící faktory od pøesného stanovení po�kození vzorkù mrazem vedla postupnì
k øadì modifikacím vodivostní metody. Poslední úpravy jsou uvedeny v na�í práci (Prá�il et Zámeèník
1997) a v základì spoèívají na souèasném stanovení tzv. relativní vodivosti vzorkù kontrolních
(nezmrazených) Ro a vzorkù usmrcených mrazem Rf. Relativní vodivost udává mno�ství vyplavených
iontù ze vzorku v pomìru k maximálnímu mno�ství iontù vyplavených z tìchto vzorkù po varu. Po�kození
pletiv zpùsobené mrazem vyjadøujeme v hodnotách indexu po�kození It = (Rt-Ro)/(Rf-Ro), kde
Rt=relativní vodivost vzorku vystaveného mrazu t. Index po�kození nabývá hodnot 0 a� 100%. Takto
upravenou metodou lze porovnávat mrazové po�kození rùzných druhù vzorkù, napø. listù, koøenù,
jehlic, vìtévek, pupenù, jednotlivých �upin, vzrostných vrcholù, rùzných tkání, jejich kultur a podobnì.
Touto metodou lze hodnotit nevratnost nebo vratnost (reparaci) po�kození rostlinných pletiv v postresové
dobì. Uvádí se, �e konduktometrická metoda umo�òuje mìøit zmìny v semipermeabilitì plazmalemy.

Literatura:
CALKINS J B, SWANSON B T, 1990. The distinction between living and dead plant tissue -

viability tests in cold hardiness research. Cryobiology 27: 194-211.
JANÁÈEK J, PRÁ�IL I, 1991. Quantification of plant frost injury by nonlinear fitting of an S-

shaped function Cryo-Letters 12: 42-42.
PALTA J P, LEVITT J, STADELMANN E J, 1978. Plant viability assay. Cryobiology 15: 249-255.
PRÁ�IL I.,PRÁ�ILOVÁ P, PAPAZISIS K, VALTER J: Evaluation of freezing injury and dynamics

of freezing resistance in cereals. In:  eds. Dorffling K, Brettchneider B, Tantau H, Pithan K �Crop
adaptation to cool climates�,  ECSP-EEC-EAEC, Brussels, Belgium, 1994, 37-48.

PRÁ�IL I,  ZÁMEÈNÍK J: The use of a conductivity measurement method for assessing freezing
injury. I. Influence of leakage time, segment number, size and shape in a sample on evaluation
of the degree of injury.  Environmental and Experimental Botany ,1997, v tisku.



138

Methods in Plant Sciences

Biotest na pôsobenie galaktoglukomanánových oligosacharidov v
predl�ovacom raste indukovanom rastovou látkou

Sadloòová, K., Li�ková, D., Kákoniová, D., Kubaèková, M., Karácsonyi, �.

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

Metóda umo�òuje sledova� predl�ovací rast rastlín ovplyvnený rôznymi rastovými regulátormi a ich
vzájomné porovnanie.
Materiál a prístroje: semená hrachu (Pisum sativum L. cv. Tyrkys od firmy Selgen Slovakia), hrubozrnný
perlit, SAVO, tlmivý roztok, roztoky galaktoglukomanánových oligosacharidov (GGMO) a rastových
regulátorov (2,4-D), strojèek na sekanie segmentov z koleoptíl, su�iareò, autokláv, trepaèka, flow box
v tmavej komore, tmavá rastová komora, fotografický zväè�ovací prístroj
Pracovný postup:
Semená hrachu sa pestujú v tmavej komore na jedencentimetrovej vrstve dobre navlhèeného
sterilizovaného perlitu a prikryté 1-2 cm vrstvou z¾ahka utlaèeného perlitu. Semená sa naklièujú pri
teplote 23 ±1 0C 8 dní, poèas ktorých klíène rastliny vytvoria tri internódia a dosahujú vý�ku 10-15
cm.
V�etky nasledujúce kroky pokusu treba robi� pri zelenom svetle. Pokusy je potrebné robi� so v�etkými
roztokmi sterilnými a pracova� v sterilných podmienkach. Z pribli�ne rovnako ve¾kých klíènych rastlín
sa odstrihne tretie internódium hneï za rastovým vrcholom a nasekajú sa pomocou strojèeka segmenty
6 mm dlhé, ktoré sa hneï vkladajú do základného inkubaèného roztoku (10 ks/3ml roztoku). Robia sa
dve paralelné vzorky, aby bolo mo�né porovnanie. Sleduje sa rast v kontrole, auxínovej kontrole a
oligosacharidovej vzorke.
Základný inkubaèný roztok (ZIR): K - fosfátový tlmivý roztok 5 mM, pH = 6,1, 1% sacharóza
látky pridávané do ZIR: 2,4-D (0,9 mM), oligosacharidy galaktoglukomanánového typu, DP 4-8      (10-
5 - 10-10 M)
Kontrola obsahuje ZIR.
Auxínová kontrola obsahuje ZIR a auxín (2,4-D) pridávaný po 90 min.
Oligosacharidová vzorka obsahuje ZIR, auxín (2,4-D pridávaný po 90 min.), oligosacharidy (DP 4-8)
pridávané na zaèiatku pokusu.
Kinetika rastu sa zaznamenáva v krátkodobých pokusoch od 2. do 6. hodiny inkubácie a pri dlhodobých
pokusoch od 6. do 24. hodiny (prípadne 48. h).
Vyhodnotenie pokusu:
Segmenty sa ukladajú na platòu a pomocou fotografického zväè�ovacieho prístroja pri zv. 1,4 sa segmenty
fotografujú. Na fotografiách sa meria dl�ka segmentov milimetrovým pravítkom.
Vyhodnotenie experimentálnych dát:
Výpoèet percenta inhibície sa robí pomocou vzorca:

kde L (AUX) je då�ka segmentu inkubovaného v auxínovej kontrole (0% inhibícia)
L (K) je då�ka segmentu inkubovaného v kontrole bez auxínu (100% inhibícia)
L(AUX + GGMO) je då�ka segmentu inkubovaného v oligosacharidovej vzorke sauxínom
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Èasová nároènos�:
Då�ka klíèenia  je 8 dní, realizácia a vyhodnotenie pokusu trvá dna dni.
Úskalia metódy:
Rast klíènych rastlín je èasto nerovnomerný a pri pokuse je potrebné vybra� rastliny rovnakej då�ky, èo
zni�uje mno�stvo pou�iteåného materiálu. Rast nie je mo�né zaznamenáva� kontinuálne pri uvedenom
mechanickom meraní. Na meranie kontinuálneho rastu je potrebný �peciálny merací prístroj.
Tipy:
Pri sadení sa semená hrachu prikryjú 1 a� 2 cm vrstvou perlitu, ktorý sa z¾ahka utlaèí, èím sa dosiahne
pribli�ne rovnaký rast klíènych rastlín. Pokia¾ nie je k dispozícii fotografický zväè�ovací pristroj, mô�eme
meranie robi� aj priamo pomocou milimetrového papiera.
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Histochemické metody pøi charakterizaci materiálu výplní vodivých
pletiv rákosu obecného

Soukup, A. a Votrubová, O.

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

Pøi anatomickém zpracování objektu lze pou�itím histochemických metod získat výsledky
neposti�itelné standardními biochemickými postupy. Mikroskopická histochemie pou�ívá øez pletivem,
na nìm� jsou aplikovány a hodnoceny jednotlivé chemické reakce. Stává se tak u�iteèným nástrojem,
poskytujícím informaci o nìkterých kvalitativních charakteristikách a jejich lokalizaci. Tato výhoda se
projeví zvlá�tì ve chvíli, kdy je zkoumaná látka omezena pouze na minoritní èást orgánu nebo pletiva
(napø. cévní elementy). Naopak výhodou biochemického pøístupu je mo�nost separace jednotlivých
chemických látek a jejich spolehlivá determinace, která je velmi obtí�ná a èasto i nemo�ná v materiálu
øezu, kde je smìs látek potenciálnì schopných dávat stejný, nebo obdobný výsledek. Z tohoto dùvodu
nemusí také být postupy bì�nì pou�ívané v biochemii relevantní pøi histochemické aplikaci na pletivo,

Ve své práci jsme vyu�ili histochemické metody pro studium struktur, které uzavírají vodivé dráhy
rákosu po po�kození podzemních orgánù, èím� sni�ují riziko prùniku fytotoxinù a patogenù do celé
rostliny. Tyto struktury mají u rákosu charakter gum a jejich tvorba je spolehlivì indukovatelná napøíklad
mechanickým po�kozením. Pøesto�e je tvorba obdobných útvarù známa u rùzných rostlinných taxonù,
je málo prací zabývajících se podrobnìji jejich látkovým slo�ením.

S pomocí anatomických a histochemických metod byl sledován èasový prùbìh vývoje gum a
povaha materiálu jím� jsou tvoøeny. Na øezy èerstvým nefixovaným pletivem byly aplikovány dùkazové
reakce (viz tabulka), a to buï pøímo nebo po pøedchozí extrakci, která mìla umo�nit do urèité míry
selektivní odstranìní nìkterých slo�ek materiálu gum (viz. ní�e).

Výsledky:
Bezbarvý materiál který se nachází v cévách na zaèátku vývoje gumy je silnì chromotropní pøi

barvení toluidinovou modøí. Pozorovaná pozitivní metachromazie je zpùsobena pøítomností volných
elektronegativních povrchových nábojù (polyaniontù) o urèité hustotì, v �ivých organismech obvykle
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pøedstavovaných skupinami -SO3H, -COOH, -PO4 (Pearse 1968, Baker 1958). Pøítomnost polyaniontù
potvrzuje také dobrá barvitelnost alciánovou modøí (Bene� 1968), kterou lze právì tak jako
metachromazii zvrátit metylací a následnì obnovit demetylací.

Vzhledem k umístìní materiálu v apoplastu lze podle analogie k známým extracelulárním materiálùm
rostlinné buòky usuzovat, �e detekované karboxylové skupiny jsou velmi pravdìpodobnì souèástí
uronových kyselin polysacharidù. Pro tento pøedpoklad svìdèí také pozitivní PAS (Periodic acid �
Schiff ) reakce. Proto�e jsou v tomto období vývoje gum negativní testy na polyfenolické látky, je malá
pravdìpodobnost interference s nesacharidovými slo�kami (Geier 1980).

Gumy jsou na poèátku svého vývoje relativnì dobøe extrahovatelné chelataèním èinidlem (EGTA),
a pøi barvení toluidinovou modøí se nad nimi mù�e vytváøet sra�enina. pH roztoku toluidinové modøi
bylo v tomto pøípadì stabilizováno citrátovým pufrem, který mù�e také pùsobit jako chelataèní èinidlo.
Zdá se tedy, �e molekuly vyextrahovaného materiálu byly mezi sebou vázány, alespoò do urèité míry,
pøes Ca2+ ionty. Tento zpùsob vazby je dobøe známý u pektinù bunìèné stìny ( Fry,1986; Carpita &
Gibeaut 1993) a lze jej tedy oèekávat i zde. Zda se skuteènì jedná o pektiny, popøípadì o jiný typ
kyselého polysacharidu, nelze na základì zde pou�ívaných histochemických metod jednoznaènì urèit.
Pomù�eme-li si opìt modelem bunìèné stìny vy��ích rostlin, která je stejnì jako guma extracelulárním
materiálem bunìk vy��ích rostlin, pak lze na základì extrahovatelnosti chelataèním èinidlem (EGTA)
odhadovat, �e by se mohlo jednat o málo vìtvené typy pektinù ( homogalakturonan ). Tuto domnìnku
podporuje pomìrnì jednotné slo�ení frakcí získaných pøi tomto zpùsobu extrakce u bunìèných stìn
pocházejících z rùzných zdrojù a rostlinných druhù (Redgwell & Selvedran,1986; McDougall,1993;
Chesson et.al.,1995; Javris et.al.,1981). Charakteru pektinù odpovídá také silná hydratace a výrazné
smr�tìní pøi vyschnutí. McCann et.al., (1992) spojuje toto chování s vìtvenými pektiny
(ramnogalakturonany) a jejich konformaèní zmìnou pøi vyschnutí. V jeho práci jsou pektiny tohoto
charakteru extrahovány pùsobením Na2CO3 (0,05M), aplikovaným v sekvenci extrakèní øady, která
byla také pou�ita v na�ich pokusech (Redgwell & Selvedran, 1986).

Interpretace výsledkù a jejich srovnání s pracemi jiných autorù komplikuje pøíslu�nost rákosu k
èeledi Poaceae, u nich� se matrix bunìèné stìny slo�ením a strukturou li�í od jiných rostlinných taxonù
(Carpita,1996). Pro její matrix je typický nízký obsah pektinù (zde pøedstavovaný pøevá�nì
homogalakturonanem) a tìsná asociace tìchto pektinù s GAX (glukuronoarabinoxylany), které mají
silnì substituované postranní øetìzce (Carpita,1996). GAX provázejí pektiny i ve frakci polysacharidù
uvolnìných z bunìèné stìny po chelataci Ca2+ iontù (Schibuya & Nakane,1984; Carpita,1989).

S èasem mìní gumy svùj charakter a jejich materiál ztrácí atributy kyselých polysacharidù. Klesá
podíl gum s pozitivní metachromazií, objevuje se ortochromazie a  metachromazie negativní; klesá i
barvitelnost alciánovou modøí. Je tedy patrné, �e se sni�uje mno�ství volných karboxylù, které
pravdìpodobnì v této fázi vývoje gum reagují s dal�ími slo�kami tohoto extracelulárního materiálu.
Souèasnì se zvy�uje procento gum tvoøených acidofilním materiálem, tj. barvitelných kyselými barvivy.
Gumy se stávají obtí�nì hydrolyzovatelné v alkalickém prostøedí a pøi vyschnutí u nich nedochází k
patrnému smr�tìní a k vizuálnì detekovatelnému po�kození.

Tyto zmìny èasovì souvisí s kumulací fenolických látek. Lze ji pozorovat jako zvý�ení
autofluorescence gum, které nemizí ani po vystavení øezù PAW (phenol � acetic acid � water), SDS,
4M KOH + 0,2M NaBH4. Proto je vysoce pravdìpodobné, �e zdroj fluorescence je v materiálu gumy
pevnì, kovalentnì, vázaný (Selvedran,1975; Fry,1982). Po extrakci NaClO2 mizí positivní reakce na
fenolické látky a gumy se stávají snadno rozpustnými v alkalickém prostøedí. Je známo, �e tento zpùsob
extrakce delignifikuje pletivo a �tìpí izodityrozinové �mùstky� mezi extenzinovými molekulami (Biggs
& Fry,1990, Fry,1982) a nìkteré dal�í bifenylické vazby mezi slo�kami bunìèné stìny (Fry,1986).
Silný oxidaèní úèinek NaClO2 mù�e ale ovlivnit i dal�í typy vazby (napø. glykosidické, Fry,1986). V
literatuøe je popsáno pøímé uvolnìní (Saulnier,1995) i sna��í extrahovatelnost (Carpita,1984)
polysacharidù matrix bunìèné stìny po této proceduøe. Tyto výsledky by mohly nasvìdèovat pøítomnosti
kovalentní vazby polysacharidù pøes fenolické látky, známé z bunìèné stìny vy��ích rostlin (Iiyama
et.al,1994; Lam et.al.,1992; Grabber et.al.,1995). Autofluorescence je u rákosu zøetelná ve v�ech
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bunìèných stìnách na øezu, tedy i ve stìnách nelignifikovaných. To je typické pro bunìèné stìny trav,
bohaté na jednoduché aromatické látky ( kys. ferulovou a kys. p-kumarovou) (Harris & Hartley,1976;
Rudall  & Caddick,1994), které tvoøí vazby mezi jednotlivými slo�kami matrix bunìèné stìny (Lam
et.al.,1992; Scalbert et.al., 1985; Grabber et.al.,1995 ). Uvedené práce dokumentují schopnost fenolické
kyseliny tvoøit mezi karboxylem jednoho z pólù své molekuly a hydroxylovou skupinou polysacharidu
esterickou vazbu. Fenolická èást molekuly se mù�e etericky (ev. estericky pøes karboxyl) vázat k
ligninu. Vznikají tak jakési �mùstky� propojující jednotlivé slo�ky matrix. Vzhledem k tomu, �e tato
esterická vazba je labilní v alkalickém prostøedí (Hartley & Morrison,1991; Scalbert et.al., 1985;
Saulnier,1995), nelze takto vysvìtlit odolnost gum vùèi extrakci v 4M KOH. Pøesto je patrné, �e
skoøicové kyseliny v matrix bunìèných stìn po o�etøení 4M KOH zùstávají, jak o tom svìdèí pøetrvávající
fluorescence ve slo�ených støedních lamelách nelignifikovaných bunìèných stìn, která je tìmto kyselinám
pøipisovaná (Harris & Hartley,1976).

Dal�ím potenciálním zdrojem autofluorescence by mohla být strukturní, kovalentnì vázaná bílkovina.
Poranìní nebo infekce mù�e vyvolávat zvý�enou syntézu extracelulárních strukturních proteinù - extenzinù
(Schowalter,1993; Bradley,1992), právì tak jako jejich urychlenou vestavbu do bunìèné stìny
(Bradley,1992). Pøi imobilizaci proteinu v bunìèné stìnì vznikají vazby k ostatním slo�kám matrix
(Iiyama et.al.,1994; Schowalter,1993) a velmi pravdìpodobnì také vazby mezi jednotlivými molekulami
proteinù (Fry,1982; Biggs & Fry,1990; Qui & Mort,1995). Biggs & Fry (1990) pova�ují právì
izodityrozinové �mùstky� mezi molekulami extenzinu za vazbu zpùsobující vysokou stabilitu tìchto proteinù
v bunìèné stìnì. Pøítomnost bílkoviny by mohla vysvìtlit acidofilii gumy a positivní Millonova reakce
by pak mohla být zpùsobena (alespoò èásteènì) pøítomností tyrozinu. Do jaké míry lze tuto pøedstavu
aplikovat na rákos v�ak není zcela jasné. Aèkoliv byly v bunìèné stìnì trav nalezeny extenzinùm homologní
proteiny (Kieliszewski et.al.,1990; Schowalter,1993), jejich obsah se zdá být obvykle ni��í ne� je tomu
u jiných taxonù. Zároveò se pøedpokládá se, �e jejich funkce by mìla být do znaèné míry nahrazena
fenolickými látkami (Carpita,1996).Pøítomnost aminoskupiny,která by prokazovala pøítomnost bílkovin,
se v gumách histochemicky prokázat nepodaøilo. Po hydrolýze extracelulárního materiálu v HCl (6M,
110oC) je v�ak v roztoku mo�né detekovat aminokyseliny. Zda pocházejí z gum a zda jsou zodpovìdné
za jejich vlastnosti bude vy�adovat dal�í sledování.

Materiál gum mù�e dávat pozitivní reakci s HCl-Floroglucinolem, Anilin sulfátem a rovnì� pozitivní
Mäuleho reakci. Tyto reakce jsou v bunìèných stìnách pova�ovány za dùkaz výskytu ligninu. Tuto
kladnou odezvu lze potlaèit extrakcí 4M KOH s 0,2M NaBH

4,
 a to jak v gumách, tak i v lignifikovaných

bunìèných stìnách. Výskyt pozitivní reakce pøièítané lignifikaci je v�ak v gumách nepravidelný a lze ji
tì�ko spojovat s odolností vùèi alkalické hydrolýze. V gumách s pozitivní reakcí na lignin byla èasto
pozorována i pozitivní Millonova reakce. Proto�e tato reakce mù�e být zpùsobena nejen pøítomností
tyrozinu, ale i jinými látkami (napø. prekurzory ligninu), lze pøedpokládat, �e obì skupiny reakcí detekovaly
v nìkterých pøípadech shodný substrát. Millonova reakce v�ak byla pozitivní i na gumách s negativní
reakcí na lignin a po extrakci 4M KOH. Lze tedy øíci, �e není zpùsobena pouze ligninem a jeho prekurzory.

Interpretace vý�e uvedených a podobných výsledkù je komplikována pøítomností �irokého spektra
rùznorodých látek, èasto sekundárních metabolitù. Právì tento faktor, odli�ující rostliny od �ivoèichù,
je tøeba brát v úvahu pøi výkladu výsledkù. Nìkteré z pou�itých metod byly pùvodnì vypracovány pro
�ivoèi�ný materiál a z toho vychází i jejich tradièní interpretace, její� u�ití pro rostlinný materiál v�ak
mù�e vést k mylným závìrùm. �ádná z pou�itých dùkazových reakcí není stoprocentnì specifická a
mù�e tedy docházet i k rùzným interferencím. Je proto tøeba u�ívat �ir�ího spektra reakcí rùzného typu.
Interpretace výsledkù v takovémto �ir�ím kontextu pak zvy�uje jejich výpovìdní hodnotu.
Pravdìpodobnost chybné interpretace lze sní�it také kombinací s vhodnì volenými biochemickými
metodami.
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Aplikace konfokální mikroskopie pøi studiu prostorového uspoøádání
rostlinného pletiva

Soukup, A., Votrubová, O.
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Studium prostorového uspoøádání rostlinných pletiv je èasto velmi dùle�ité pro pochopení jejich
funkce v rostlinném tìle. Orientaci v komplikované prostorové struktuøe mù�e v nìkterých pøípadech
usnadnit pou�ití konfokální mikroskopie. Objekt lze být tímto zpùsobem vizualizovat jako jednotlivé
tenké optické øezy, poèítaèem vytvoøenou projekci série takových øezù, èi jejich prostorovou rekonstrukci
poskytující celkový pøehled o uspoøádání pletiva.

Pøíkladem pou�ití mù�e být studium struktury nodálních sept rákosu a jejich funkce. U rákosu
obecného, stejnì jako u ostatních mokøadních rostlin, je nezbytnou anatomickou adaptací pro �ivot v
zaplaveném a èasto anaerobním substrátu existence vzájemnì propojených mezibunìèných prostor,
které umo�òují zásobování rostlinných orgánù pod vodní hladinou kyslíkem z nadzemní èásti. Nadzemní
orgány jsou propojeny s oddenky a koøeny provzdu�òovacími kanály, zaèínajícími v listových pochvách,
kde komunikují s vnìj�ím prostøedím prostøednictvím prùduchù. Kanály neprocházejí prýtem kontinuálnì,
ale jsou v nodech dìleny septy o vysoké porozitì, která umo�òují objemový tok vzduchu, ale zároveò
brání prùchodu vody a tím zaplavení celého podzemního systému v pøípadì po�kození nìkterého z
podzemních orgánù. Èelo kapaliny, která byla aplikována do oddenku pod nízkým tlakem (10kPa), se
ve vrstevnaté struktuøe nodálního septa zastavila po prùchodu jemným aktinenchymem, na jeho hranici.
Je to tedy právì tato støední vrstva (obr.1;2), která zastaví prùchod fázového rozhraní mezi vodou a
vzduchem. Pro vysvìtlení funkce tìchto sept bylo nutné získat pøedstavu o trojrozmìrném uspoøádání

obr.1� septum � jemný aktinenchym, trvalý
preparát(safranin � anilínová modø) (50x2,5)

obr.2 � detail jemného aktinenchymu  LSCM
(60x) optický øez

jemný
aktinenchym
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pletiva a o velikosti jednotlivých intercelulárních prostor. Pro studium struktury sept byly pou�ity tenké
optické øezy získané konfokálním mikroskopem (LSCM, Bio Rad MRC 600). Jednotlivé optické øezy
umo�nily správnou orientaci v komplikované prostorové struktuøe, která je jen obtí�nì sledovatelná
tradièními metodami svìtelné mikroskopie. Malá tlou��ka optického øezu zajistila, �e jsme bezpeènì
odli�ili hranice bunìk a intercelulár (obr. 1;2), co� umo�nilo dal�í zpracování analyzátorem obrazu
(Lucia G, LIM), s jeho� pomocí byly odhadovány velikosti pórù mezi buòkami. Takovéto rozli�ení by
bylo znaènì obtí�né a nepøesné u obrazu s velkou hloubkou ostrosti, kde se pøekrývají a splývají
prùmìty tìchto hranic. Bohu�el tato metoda je jen obtí�nì pou�itelná pro kompaktnìj�í pletiva se
silnìj�í bunìènou stìnou, kde lze získat èitelný obraz pouze v povrchové vrstvì.

Na základì znalosti anatomie septa se domníváme, �e sí� drobného aktinenchymu slou�í jako
matrice, na její� hranici se v intercelulárních prostorách vytvoøí menisky fázového rozhraní mezi vodou
a vzduchem. Povrchové napìtí fázového rozhraní mù�e zabránit za daného tlaku dal�ímu toku kapaliny.
Tuto pøedstavu podporuje dobrá shoda namìøených tlakù, potøebných pro protlaèení vody septem, a
hodnot, které byly po anatomickém zpracování sept a odhadu velikosti intercelulárních prostor dopoèítány
s ohledem na pøedpokládaný mechanismus funkce. Dále pro ni svìdèí i ztráta této schopnosti septa po
zru�ení fázového rozhraní mezi vodou a vzduchem, kterého bylo dosa�eno po protlaèení vody septem
nebo zavodnìním intercelulár v nodu za sní�eného tlaku.
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Pou�ití konvenèního fluorescenèního mikroskopu pøi studiu biologických struktur je èasto
limitováno jednak tlou��kou pozorovaného objektu, jednak následující skuteèností: Zaostøíme-li ve
fluorescenèním mikroskopu na nìjaké bunìèné struktury obarvené patøièným fluorochrómem, výsledný
obraz je do jisté míry tvoøen svìtlem emitovaným z fokální roviny i vrstev, nalézajících se nad a pod
rovinou zaostøení. To pøispívá k více èi ménì �rozmazanému� obrazu v nìm� je identifikace jemných
struktur obtí�ná. Naproti tomu, konfokální mikroskopie (pro pøehled viz Pawley, 1995) umo�òuje
získání obrazu z jediné definované fokální roviny; struktury le�ící mimo tuto rovinu se nezobrazí. Navíc
je mo�no získat øadu po sobì následujících konfokálních obrazù z pøedem definovaných fokálních
rovin (t.zv. optická tomografie). Vzhledem k tomu, �e jednotlivé obrazy se ukládají v elektronické
formì na disku výkonné pracovní stanice, je mo�né z takových obrazù rekonstituovat trojrozmìrný
obraz pozorovaných struktur èi dále tyto komplexní obrazy manipulovat.

Pricip konfokálního mikroskopu. Konfokální efekt mù�e být dosa�en na základì rùzných
optických principù, vìt�ina z nich v�ak vychází z pùvodního patentu Minskyho z r. 1957 (viz. Minsky
1988). Zde se zamìøíme na konstrukci tzv. konfokálního laserového skenovacího mikroskopu (CLSM).
Objektem budou napø. bunìèná jádra obarvená souèasnì dvìma fluorochrómy: jaderná DNA propidium
iodidem (PI), jaderné histony pak po protilátkové reakci (viz Vyskot, B., Imunochemické metody
studia rostlinných chromozómù, tento sborník) fluoresceinem (FITC). Srovnání konvenèního
fluorescenèního a konfokálního laserového skenovacího mikroskopu znázoròuje obr. 1. Ve
fluorescenèním mikroskopu je zdrojem svìtla rtu�ová výbojka (1), její� svìtlo dopadá na excitaèní filtr
(2), který dále propou�tí pouze svìtlo urèitých vlnových délek. Svìtlo se dále odrá�í od polopropustného
dichromatického zrcadla (3), prochází objektivem (4) k preparátu (5). Zde dochází k excitaci
fluorochrómù a tyto emanují svìtlo následujících vlnových délek: 615 nm, èervené (PI) a 520 nm,
zelené (FITC). Svìtlo obou vlnových délek pak mù�eme po prùchodu dichromatickým zrcadlem a
bariérovým filtrem (6) souèasnì pozorovat jako rùznì zbarvené jaderné struktury. V konfokálním
mikroskopu je zdrojem excitaèního svìtla laser (1�), jeho� paprsek se po odra�ení dichromatickým
zrcadlem (3�) v daném okam�iku soustøedí objektivem (4�) na velmi malou oblast (fokální bod - FP)
plochy ve fokální rovinì (5�). Zmínìné fluorochrómy opìt emitují èervené a zelené svìtlo. Paprsky
obou vlnových délek po prùchodu dichromatickým zrcadlem jsou soustøedìny achromatickou optikou
(7�) do ohniska, tzv. konfokálního bodu (CFP). V konstrukci mikroskopu je dále umístìna clona (8�)
s velmi malým otvorem (desítky mm) v konfokálním bodu. Tato clona nepropustí �ádné svìtlo, které by
vycházelo z oblastí jiných, ne� je fokální bod. Napøíklad, místo (A) v preparátu mimo fokální rovinu se
zobrazí jako (B) mimo konfokální rovinu a jeho obraz není mikroskopem registrován. Konfokální
clona v�ak podstatnì sní�í intenzitu svìtla, tak�e by nebylo pozorovatelné pouhým okem. Proto je
svìtlo registrováno fotonásobièem (9�). Proto�e v na�em pøíkladu souèasnì sledujeme emisi jak
èerveného, tak zeleného svìtla, je vhodné obì vlnové délky oddìlit sekundárním dichromatickým
zrcadlem a jejich intenzity zaznamenat zvlá��. Výsledkem je tedy informace o intenzitì svìtla emitovaného
fluorochrómem v jediném pixelu fokální roviny na�eho preparátu. Tato informace se ulo�í do poèítaèe
spolu se souøadnicemi pixelu, x, y. Celý dìj trvá pøibli�nì mikrosekundu. Bìhem dal�í mikrosekundy
získáme podobnou informaci ze sousedního pixelu a tedy bìhem sekundy skenovacím zpùsobem z
plochy maximálnì 1024 x 1024 pixelù. Na obrazovce poèítaèe se tak objeví dvojbarevný obraz DNA
a histonù v námi pøedem definované fokální rovinì analyzovaného jádra. Stejnì mù�eme získat obraz
dal�í fokální roviny, která mù�e být od pøedchozí vzdálena pouhý zlomek mikrometru. Postupnì tak lze
naskenovat celé jádro v rozmìrech x, y, z a následnì tyto obrazové  informace vyu�ít.
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Konfokální software. Rùzní výrobci konfokálních mikroskopù pou�ívají kromì jistých modifikací
vlastního mikroskopu rovnì� rùzné programy pro zpracování obrazových informací, tyto programy
jsou provozovány na rùzných poèítaèích. Obecnì platí, �e manipulace s mno�stvím dat, která jsou
generována systémem CLSM, je mo�ná pouze na velmi výkonných pracovních stanicích. Programy
nìkterých výrobcù obsahují rovnì� dùle�ité utility pro import èi export dat mezi rùznými systémy, tak se
dají zpracovat data pøenesená z jiných konfokálních mikroskopù.

Programové vybavení poèítaèe spojeného s konfokálním mikroskopem vìt�inou umo�òuje
nastavení parametrù mikroskopu a øízení vlastního skenování. Dále takové aplikace zahrnují utility,
které jsou obsa�eny v bì�ných programech známých jako �obrazová analýza�. Jedná se pøedev�ím o
rùzné filtrace obrazu, zdùrazòování vybraných struktur, mìøení intenzity jednotlivých barev v definovaných
oblastech, mìøení délek a ploch a poèítání objektù. Zatímco obecná obrazová analýza pracuje s
dvourozmìrným obrazem, software konfokálního mikroskopu umo�òuje provádìt tyto analýzy v prostoru:
k typickým úlohám patøí mìøení délek prostorové køivky nebo výpoèet objemù vizualizovaných struktur
- napø. bunìèných organel. Soubor dat (dataset) získaný optickou tomografií tkáòových nebo bunìèných
struktur je mo�no dále vyu�ít k tvorbì tzv. projekcí a projekèních sekvencí. Projekcí rozumíme
dvojrozmìrné znázornìní obrazù z rùzných fokálních rovin v jednom spoleèném obrazu. Projekce
pou�ívají pro tvorbu výsledného obrazu rùzné algoritmy, tak�e výsledkem mohou být obrazy které
spí�e znázoròují povrch struktur, jindy zdùrazòují intenzívnìji obarvené struktury, jindy lze generovat
obrazy �prùhledné�. K dosa�ení maximálního prostorového vjemu je mo�no generovat stereoskopické
obrázky. Projekce mù�eme vytváøet v jakémkoli naklonìní prostoru x, y, z a tudí� nahlí�et na analyzované
struktury z jakéhokoli úhlu. Série projekcí s mírnì pozmìnìnými úhly náhledu pak dovolí struktury na
obrazovce poèítaèe naklánìt èi rotovat - vizuální informace z pozorovaného objektu je natolik komplexní,
�e ji jen tì�ko mù�eme srovnávat se statickým obrazem konvenèního mikroskopu.

Biologický vzorek pro konfokální analýzu. Vzhledem k uvedenému principu konfokálního
zobrazení je mo�no analyzovat �ivé nebo fixované vzorky o tlou��ce a� do nìkolika stovek mm, mohou
to tedy být malé organismy, tkáòové øezy, malé orgány, buòky nebo bunìèné organely. Vzorky je nutno
obarvit fluorochómem, který je excitovatelný svìtlem vlnové délky, kterou poskytuje laser. Zajímá-li

Obr. 1:
Srovnání uspoøádání konvenèního fluorescenèního a konfokálního mikroskopu
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nás interakce struktur preparátu s nìjakou sondou (protilátka, DNA pøi in situ hybridizaci, proba pro
membránový transport), je tøeba sondu naznaèit jiným fluorochrómem emitujícím svìtlo odli�né vlnové
délky (Suzuki et al. 1997). V takovém pøípadì je pøi pøípravì preparátu nutné zajistit penetraci proby
v celém objemu vzorku. Kromì rùzných zpùsobù fixace k tomu mù�e pøispìt permeabilizace preparátu
detergenty, metanolem èi acetonem. Pøi studiu prostorového uspoøádání heterochromatinu jeder
endospermu Gagea lutea a stanovení oblastí bohatých na 5-metylcytosin pomocí anti-5mC protilátky
se nám podaøilo zajistit prùchod protilátky do vnitøních struktur  jader o prùmìru vìt�ím ne� 40 mm
(Bù�ek et al. 1997).

Závìrem lze shrnout, �e konfokální mikroskopie se stává nepostradatelnou metodou v biologickém
èi medicínském výzkumu nejen pro svoji schopnost zaznamenat prostorové uspoøádání zkoumaného
materiálu, ale pøedev�ím pro svoji vysokou hodnotu analytickou. Ulo�íme-li toti� digitalizovanou
obrazovou informaci do poèítaèe, je nasnadì zpracování dat nejen do podoby pìkných obrázkù, ale
také nasazení pokroèilého matematického instrumentária.

Podìkování: Tato práce vznikla pøi øe�ení projektu 521/96/K117 Grantové agentury ÈR
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Popsaným typickým pøíkladem fakultativní heterochromatinizace u rostlin je inaktivace tøí sad
chromozómù v pentaploidních jádrech endospermu jednodìlo�né rostliny køivatce �lutého (Gagea lutea,
Bù�ek et. al 1997). Pentaploidní jádra vznikají po druhém oplození fúzí triploidního chalazálního a
haploidního mikropylárního jádra zárodeèného vaku. Tak vznikne pentaploidní endosperm obsahující
jeden paternální a ètyøi maternální genomy. Romanov (1961) pøedpokládá, �e jsou to právì ony tøi ze
ètyø maternálních genomù, pocházející pùvodnì z chalazálního polárního jádra zárodeèného vaku, které
vytváøejí pozdìji bìhem vývinu osemení v jádrech denzní heterochromatinovou strukturu.

Uspoøádání heterochromatinu v jádrech endospermu bylo studováno pomocí konfokální laserové
skenovací mikroskopie (CLSM). Bylo zji�tìno, �e bìhem zrání endospermu prochází heterochromatin
výraznými morfologickými zmìnami: V jádrech mladých bunìk byl heterochromatin soustøedìn do
denzní rozvìtvené masy jak v centrálních oblastech jádra, tak i na jeho periferii. V pozdìj�ích vývinových
stadiích byl pomocí CLSM  zji�tìn signifikantnì men�í objem jader a mìnila se i lokalizace
heterochromatinu smìrem k periferním oblastem jádra. Studiem mitotických preparátù bylo zji�tìno,
�e heterochromatin se pøemìòuje v metafázní chromozómy a� v pozdní profázi, narozdíl od euchromatinu,
kde je mo�no pozorovat normální spiralizaci chromozómù v èasné profázi.

DNA v heterochromatinových oblastí bývá èasto výraznì hypermetylována (Lewis and Bird
1991). Pøedpoklad, �e fakultativní heterochromatin tvoøený tøemi sadami inaktivních chromozómù bude
u G. lutea extenzívnì metylován, nás vedl k analýze distribuce 5-metylcytosinu (5-mC) v jádrech
pomocí znaèení protilátkou anti-5-mC (Podestá et al. 1993). Intenzita znaèení anti-5-mC v
heterochromatinových oblastech byla velmi nerovnomìrná: nìkteré oblasti heterochromatinu byly
hypermetylovány zatímco jiné, podobnì jako euchromatin, nevykazovaly témìø �ádný signál 5-mC.
Podobnì nebyly detegovány ani celé hypermetylované chromozómy v metafázi; jediné rozdíly ve stupni
metylace na chromozómech vykazovaly 5-mC pozitivní pruhy, které pøedstavují konstitutivní
heterochromatin s obsahem vysoce repetitivních, netranskribovaných sekvencí DNA.

Odli�né výsledky poskytla nepøímá imunofluorescence po znaèení jader endospermu protilátkami
rozpoznávajícími formy histonù H4 s acetylovaným lyzinem v rùzných pozicích (Jeppesen and Turner
1993). Jednotlivé protilátky specificky rozeznávající vnìj�í lyzinové zbytky (Lys 5, Lys 8 a Lys 12)
histonu H4 se nevázaly v doménách fakultativního heterochromatinu, ale naopak hyperacetylace H4
byla prokázána v oblastech euchromatinových. To je plnì v souladu s pøedpokládanou transkripèní
aktivitou euchromatinu. Podobné výsledky byly získány pøi studiu fakultativní heterochromatinizace u
savcù, jmenovitì v pøípadì inaktivace jednoho pohlavního chromozómu X v samièích buòkách konstituce
XX (Jepessen and Turner 1993). Pomocí Ag-NOR techniky a in situ hybridizace u G. lutea jsme dále
zjistili, �e rDNA lokusy z heterochromatinizovaných sad chromozómù jsou aktivní.

Podìkování: Práce vznikla pøi øe�ení projektù A5004601 GA AV ÈR a 521/96/1717 GA ÈR.
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Nový typ víèek pro fotoautotrofní in vitro kultury rostlin

Tichá, I.

Katedra fyziologie rostlin, Pøírodovìdecká fakulta Univerzity Karlovy, Vinièná 5, 128 44 Praha 2
tel: 02/21 95 31 71, fax: 02/21 95 33 06, e-mail: iticha@prfdec.natur.cuni.cz

K uzavírání rostlinných explantátových kultur se obvykle pou�ívá alobal, vatové zátky, umìlohmotná
víèka, hliníkové èepièky apod. Nedostatkem tìchto druhù víèek je omezená propustnost pro plyny
(CO2, vodní páru), co� se projevuje vysokou relativní vzdu�nou vlhkostí (RH) v kultivaèních nádobkách
(nìkdy témìø 100 % RH oproti 40 - 60 % RH ve vzduchu ex vitro) a velkými výkyvy v obsahu CO2.
Bìhem noci sice obsah CO2 dýcháním rostlinek velmi vzroste, ale po rozsvícení se bìhem tøí a� ètyø
hodin koncentrace CO2 fotosyntetickou èinností rostlinek prudce sní�í a� na hodnotu kompenzaèního
bodu CO2, na které se udr�uje po celý zbytek fotoperiody. Rostlinky rostou po vìt�inu dne za nedostatku
CO2.

Stále �ir�í vyu�ívání rostlin pìstovaných in vitro v mikropropagaci, genovém in�enýrství, genové
manipulaci, kryoprezervaci atd. stimulovalo rovnì� zájem o fotoautotrofní pìstování rostlinek in vitro
za nepøítomnosti cukrù v médiu (levnìj�í média, men�í riziko infekce). Tyto rostlinky ale potøebují
dostatek svìtla a CO2, aby mohly plnì vyu�ívat své fotosyntetické schopnosti.

Proto  byl  vyvinut  nový  typ  víèek  k  uzavírání   kultivaèních   nádob   s ;rostlinnými  in vitro
kulturami, který je vysoce propustný pro plyny. Jedná se o japonský patent, který dodává fa. Sigma
(katalogové èíslo C6920) pod jménem suncaps v rolích po 500 kusech, cena  jedné  role  bez  DPH
je 3840,- Kè.  Víèko  ve  tvaru  ètverce se skládá z prùsvitné  polymetylpentenové fólie, její�  støed  je
tvoøen  polypropylenovým  filmem s mikropóry o velikosti 0,2 a� 0,02 mm, který propou�tí CO2 i
vodní páru. Víèka se sterilizují mezi navlhèenými filtraèními papíry a upevòují  na kultivaèní nádobky
nastøíhanými prou�ky parafilmu. Víèka suncaps se dají pou�ívat opakovanì. Procento infekcí je minimální.
Prùsvitná víèka zlep�ují svìtelný po�itek kultur. Díky propustnosti víèek pro plyny se uvnitø kultivaèních
nádobek sni�uje vysoká RH a rostlinky jsou dostateènì zásobeny oxidem uhlièitým. Po�adované
koncentrace CO2      v kultivaèních nádobkách se docílí umístìním smìsi karbonát/bikarbonátových
pufrù do kultivaèních boxù.

Porovnávala jsem rùst rostlinek tabáku pìstovaných in vitro na médiu Murashige-Skoog (Sigma
M 5519) bez sacharózy v nádobkách uzavøených alobalem nebo víèky suncaps (ozáøenost  180 mmol
fotonù m-2 s-1 bìhem 16hodinové fotoperiody,  2M karbonát/bikarbonátový pufr, teplota den/noc 25/
18 oC). Po  21 a  54  dnech (d) kultivace  byly  rozdíly  v  nárùstu  listové  plochy  a  su�iny  u rostlinek
tabáku vysoce prùkazné. Celková listová plocha po 21 d kultivace byla u rostlinek  s víèky suncaps
zvý�ená o 126 %, po 54 d kultivace o 445 % v porovnání s kulturami s alobalovými víèky. Celková
su�ina rostlinek (nadzemní èást a koøeny)  se zvý�ila  po 21 d kultivace s víèky suncaps   o  153  %,  po
54 d  kultivace  o  504  %  ve  srovnání  s  kulturami   s alobalovými víèky (Tichá 1996).

Literatura:
Tichá, I.: Optimization  of  photoautotrophic  tobacco  in vitro  culture:  effect  of suncaps closures on
plantlet growth. - Photosynthetica  32:  475-479, 1996.
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Synchronizace bunìèného cyklu u smrku ztepilého /Picea abies ( L.)
Karst./

Überall, I.1), Havel, L.1), Kubaláková, M.2)

1) Ústav botaniky a fyziologie rostlin MZLU, Zemìdìlská 1, 613 00 Brno,
tel: 05 45133023, e-mail: ivo@vszbr.cz
2)  Ústav experimentální botaniky AV ÈR, Sokolovská 2, 772 00 Olomouc.

Jednou z metod ke studiu genomu rostlin jsou metody postavené na bázi in situ hybridizací.
Nìkteré modifikace tìchto metod se provádìjí pøímo na metafázních chromozómech. Základním
pøedpokladem úspì�né práce je dosa�ení dostateènéného poètu nepo�kozených metafázních
chromozómù.

Pro získání maximálního mno�ství nepo�kozených metafázních chromozómù z koøenových
meristémù smrku ztepilého byl pou�it kolchicin. Úèinky kolchicinu na buòky koøenového meristemu se
projevily hromadìním metafází mitotického dìlení.

Nejdøíve bylo nutné nalézt vhodnou koncentraci a dobu pùsobení kolchicinu. Jinak docházelo k
jeho negativnímu pùsobení na stav chromatinu (chromozómy byly pøíli� kondenzovány). U smrku byla
zji�tìna jako optimální koncentrace kolchicinu 0,05 % a doba pùsobení 32 hodin. Za tìchto podmínek
se nachází 26,82 % bunìk v metafázi mitózy. V kontrolní variantì bez kolchicinu bylo za stejných
podmínek zji�tìno 1.95 % metafází. Po uplynutí 32 hodin dochází i za pøítomnosti kolchicinu ke sni�ování
poètu metafází vlivem pøechodu bunìk do anafáze mitotického dìlení.

Dal�í zvý�ení poètu metafází je mo�no dosáhnout reverzibilním zablokováním bunìèného cyklu
pomocí hydroxymoèoviny nebo jiných látek (nejèastìji na pøechodu fází G1 a S). Pøi vyu�ití tohoto
postupu lze oèekávat dal�í zvý�ení poètu metafází.
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Imunochemické metody studia rostlinných chromozómù

Vyskot, B.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: vyskot@ibp.cz

Metody vyu�ívající protilátek vùèi nejrùznìj�ím antigenùm na cytologických preparátech se stávají
velmi cenným nástrojem ke studiu struktury a funkce eukaryotických genomù. Jedním z klíèových bodù
tìchto metod je vhodná pøíprava preparátù. Cytologické vzorky by mìly mít zachovánu pùvodní
bunìènou organizaci, mìly by umo�òovat reprodukovatelnou penetraci protilátek a koneènì fixace
vzorkù a dal�í manipulace s nimi musí zachovávat antigenitu studovaných epitopù (Jeppesen 1994).
Vypracování optimálního pracovního protokolu v�dy vy�aduje najít rozumný kompromis, aby ka�dý z
uvedených bodù byl alespoò do pøijatelné míry splnìn. Nejvìt�ím problémem rostlinné molekulární
cytologie je asi pøítomnost bunìèné stìny, která významnì znesnadòuje vstup protilátek (a samozøejmì
i dal�ích makromolekulárních sond, zejména enzymù a nukleových kyselin) a navíc se vyznaèuje silnou
autofluorescencí. Tento problém bývá obvykle øe�en pøípravou tkáòových øezù nebo chemickou
degradací stìn aplikací celuláz a pektináz. Pro studium DNA epitopù mù�e být obvykle pou�ita kyselá
fixace, která významnì permeabilizuje bunìèný materiál. Kyselá fixace v�ak není vhodná ke studiu
vìt�iny proteinových antigenù: tehdy se nahrazuje aplikací neextraèních, ménì toxických fixá�í (zejména
formaldehyd nebo glutaraldehyd).

Je�tì obtí�nìj�í je detekce proteinových antigenù na rostlinných chromozómech. Roztlakové
preparáty bez kyselé fixace obvykle neposkytují ani reprodukovatelný vstup protilátek do buòky, ani
dostateènou kvalitu a rozlo�ení metafázních chromozómù. Dosavadní studia acetylace nukleozomálních
histonù byly proto provádìny v suspenzích chromozómù (Houben et al. 1996) nebo na èásteènì
enzymaticky opracovaných roztlacích (Houben et al. 1997) i s pomocí konfokální laserové mikroskopie
(Idei et al. 1996). V na�í laboratoøi jsme vyvinuli techniky pøípravy metafázních chromozómù a interfázních
jader z modelové dvoudomé rostliny knotovky bílé (Melandrium album, syn. Silene latifolia), které
jsou vhodné k nejrùznìj�ím molekulárnì-cytologickým úèelùm, jako jsou in situ nick-translace (Vyskot
et al. 1993), autoradiografické studium replikace chromozómù (�iroký et al. 1994), in situ hybridizace
(Bù�ek et al. 1997), nebo imunologické detekce 5-metylcytozinu (5-mC), 5-bromdeoxyuridinu (5-
BrdU) a histonù (Vyskot et al. 1997).

Tyto techniky (pøehlednì uvedené na obr. 1) jsou zalo�eny na synchronizaci bunìèného cyklu v
koøenových �pièkách, následné akumulaci metafází a enzymatické izolaci protoplastù (modifikováno
podle Veuskense et al. 1995). Protoplasty jsou purifikovány filtrací a sedimentací, podrobeny
hypotonickému �oku a posléze fixovány. Pokud je zámìrem pokusu detekovat urèitou sekvenci DNA
(pø. fluorescenèní in situ hybridizací) nebo lokalizovat pøirozené (pø. 5-mC) nebo experimentálnì
aplikované (pø. 5-BrdU) modifikované nukleotidy, protoplasty jsou fixovány ve smìsi metanol:kyselina
octová (3:1, v/v, minimálnì 2 h, pøi -20oC) a volnì kapány na podlo�ní skla. K detekci DNA epitopù
je tøeba materiál denaturovat (obvykle ve smìsi 50 mM NaOH, 30% etanol, 2 min, RT); koncentraci
NaOH a dobu denaturace je nutné empiricky ovìøit. Po blokování mo�ných nespecifických vazeb
(obvykle sérem z pøíslu�ného �ivoèi�ného druhu nebo telecím sérum-albuminem) je aplikována protilátka:
komerènì dostupné jsou monoklonální anti-BrdU IgG1 (pø. Sigma) ke studiu kinetiky replikace DNA
a monoklonální ss- plus ds-anti-DNA imunoglobulin (pø. Boehringer) jako nutná pozitivní kontrola. Po
dùkladném odmytí primární protilátky (obvykle v 1xPBS s 0,5% Tween 20) je aplikována sekundární
protilátka (podle �ivoèi�ného zdroje primární protilátky) konjugovaná napøíklad s fluorescenèním
barvivem (nejèastìji FITC nebo TRITC). Øedìní protilátek udává výrobce, je v�ak �ádoucí je empiricky
optimalizovat. Po dùkladném promytí jsou preparáty barveny (pø. DAPI plus propidium jodid, rozpu�tìné
ve Vectashieldu) a pøilo�ené krycí sklíèko je rámováno lepidlem (�rubber cement�).



155

Cytologické a obecnì fyziologické pøístupy ke studiu rostlinné buòky

Ke studiu histonù je tøeba pou�ít neextrakèní fixá�e, která má té� za cíl navodit �etrnou lýzu
protoplastù. 100 ml protoplastové suspenze (obsahující asi 104 protoplastù) v hypotonickém prostøedí
je pipetováno na podlo�ní sklo pokryté poly-L-lyzinem do plastikové komùrky �cytoset� vyrábìné k
pøípravì �ivoèi�ných cytologických preparátù (pø. MPW Med-Instruments, Warszawa). Do komùrky
se bezprostøednì pøidá 500 ml fixá�e (2 % neutrální formaldehyd, 2 % Triton X-100) a vzorky jsou
pøichyceny a lyzovány na skle odstøedivou silou ve speciálním výkyvném rotoru (500 g, 10 min).
Zatímco pro �ivoèi�né buòky je doporuèována centrifugace �na sucho� (pøebytek tekutiny se vsákne
do okolního filtraèního papíru na podlo�ním skle), pro rostlinné protoplasty se zdá být lep�í centrifugace
�na mokro� (pøebytek fixá�e zùstává na skle a po skonèení centrifugace automaticky steèe do pøisazené
mikrozkumavky). Preparáty jsou ihned ponoøeny do metanolu (-20oC, 10 min; ke zvý�ení permeability)
a dle potøeby skladovány v 50 % glycerinu v chladnièce. Asi jedinou komerènì dostupnou protilátkou
vùèi histonùm je my�í monoklonální protilátka anti-histon-pan (pø. Boehringer), která rozpoznává antigenní
determinanty na v�ech typech histonù (H1, H2A, H2B, H3 a H4). Jako nejvhodnìj�í odmývací i
permeabilizující roztok je pou�íván KCM (�potassium chromosome medium�, podle Jeppesena 1994).
Sekundární protilátka bývá obvykle opìt konjugována s fluorescenèním barvivem.
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Hlavní pøedností vý�euvedených technik je kvalita a èetnost kompletních mitotických figur a
jejich relativnì dobøe reprodukovatelné reakce s protilátkami. Mezi nevýhody patøí urèitá pracnost,
velká spotøeba rostlinného materiálu a asi i finanèní nároènost (zejména ceny aphidicolinu a Pectolyasy
Y-23). Preparáty pøipravené bez fixace kyselinou octovou jsou obecnì ni��í kvality (obdobnì jako u
�ivoèi�ných vzorkù): ne v�echny protoplasty lyzují a ne v�echny mitotické figury jsou dobøe rozlo�eny a
umístìny v rovinì podlo�ního skla. U bunìèného materiálu, který se vyznaèuje silnou autofluorescencí
se doporuèuje vyu�ívat mo�ností jiné detekce (pø. sekundární protilátka znaèená koloidním zlatem,
které je posléze zesíleno støíbrem; AuroProbe LM a IntenSE M, Amersham). Pokud nastávají problémy
s penetrací protilátky pøes zbytky cytoplazmy, je mo�né zvý�it permeabilitu aplikací mikrovlnného záøení
(viz Lu et al. 1997). Hlavním mementem v�ech imunochemických experimentù je absolutní nezbytnost
provedení v�ech mo�ných pozitivních a negativních kontrolních reakcí (preparátù), bez kterých je mo�né
pozorovat, a posléze i opublikovat, nesèetnou øadu zajímavých artefaktù a na jejich základì formulovat
velmi originální hypotézy a teorie.

Podìkování: Vý�e uvedené metodiky byly vypracovány v rámci øe�ení projektu A5004601 Grantové
agentury AV ÈR.
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Studium struktury a funkce pohlavních chromozómù
Melandrium album pomocí imunocytologických metod

Vyskot, B., �iroký, J., Hladilová, R.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: vyskot@ibp.cz

Knotovka bílá (Melandrium album, syn. Silene latifolia) pøedstavuje modelový dvoudomý druh
s heteromorfními pohlavními chromozómy: samièí rostliny (2n = 22 + XX) jsou homogametické, zatímco
samèí rostliny (2n = 22 + XY) jsou heterogametické. Chromozóm Y nese nejen geny, jejich� produkty
potlaèují vývin pestíkù, ale i geny nezbytné ke tvorbì tyèinek. Úloha chromozómu X v determinaci
pohlaví je dosud nejasná. Pohlavní chromozómy jsou u knotovky výraznì del�í ne� autozómy, a jsou
proto snadno rozli�itelné. Jeliko� typ determinace pohlaví je analogický systému savèímu, vzniká otázka,
zda v samièích somatických buòkách knotovky té� dochází ke kompenzaci dávky genù nesených
chromozómem X (fakultativní heterochromatinizace). Pomocí techniky in situ nick translace jsme
prokázali urèité rozdíly v metylaci cytozinu mezi dvìma samièími chromozómy X. Tyto rozdíly korelovaly
s autoradiografickou analýzou kinetiky replikace, stupnìm kondenzace i transkripèní aktivitou. V
pøedlo�ené práci jsme sledovali kinetiku replikace DNA, metylace DNA a acetylace nukleozomálních
histonù pomocí protilátkových reakcí na mitotických preparátech. Synchronizované koøenové �pièky
byly v prùbìhu S-fáze znaèeny krátkými pulzy 5-bromdeoxyuridinu (BrdU), který byl posléze vizualizován
s pomocí primární my�í anti-BrdU Ab a sekundární anti-my�í Ab konjugované s fluoresceinem. Výsledky
ukázují, �e replikace DNA obecnì zaèíná v subtelomerických oblastech chromozómù a pozdní replikací
se vyznaèují centromerické domény. Srovnání dvou chromozómù X na samièích metafázích pak potvrdilo
výrazné rozdíly na krat�ím i del�ím ramenu; podstatná èást del�ího ramene jednoho z chromozómù X se
replikuje a� v pozdní S-fázi. S pomocí monoklonální protilátky vùèi 5-metylcytozinu (anti-mC) jsme
detekovali hypermetylované oblasti genomu. Na interfázních jádrech bylo mo�né prokázat pozitivní
korelaci mezi konstitutivním heterochromatinem (chromocentra) a metylací DNA. Metylaèní obrazy na
mitotických figurách vykazovaly nejsilnìj�í signály v bezprostøední blízkosti telomerických oblastí. Rozdíly
mezi dvìma chromozómy X byly markantní na obou ramenech. Kontrolní preparáty (s pou�itím anti-
DNA Ab) prokázaly homogenní znaèení celých chromozómù. Vzhledem k tomu, �e inkorporovaný
BrdU výraznì mìní denaturaèní parametry DNA, nebylo mo�né provádìt simultánní dvojitou
imunodetekci BrdU a 5-mC. Na preparátech fixovaných formaldehydem a naná�ených na skla pomocí
cytocentrifugace byly provádìny pokusy o analýzu acetylace nukleozomálních histonù H4. Kontrolní
preparáty (s pomocí anti-histon-pan Ab) prokázaly vhodnost pou�ité metodiky: interfázová jádra (mimo
oblast jadérek) a chromozómy dávaly reprodukovatelné, homogenní signály. První výsledky prokázaly,
�e nejvy��í stupeò acetylace lyzinových reziduí v pozicích 5, 8 a 12 u histonù H4 se nachází v
subtelomerických oblastech chromozómù, co� koreluje s èasnou replikací DNA v tìchto doménách.
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