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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

UPRAVA PRIRODNICH VZORKU A STANOVENI MIKROBIALNI ABUNDANCE
(DAPI)

Pro piimé stanoveni celkovych pocti mikrobialnich bunék (bunééné abundance) ve vzorku se
pouzivaji nejcastéji metody zalozené na detekci bun¢k pomoci fluorochromi. Jedna se o
barviva nukleovych kyselin, ktera se specificky vazou na DNA a jsou schopny fluorescence.
Fluorescence je schopnost atoml nebo molekul urcitych latek absorbovat kvanta vyssi energie
(UV zafeni) a tuto energii opét vydavat ve form¢ svételn¢ho zafeni o vétsi vinové délce. Diky
specifické vazbé barviva na DNA je vylouceno obarveni anorganického materidlu (neplati
zcela) a vyzarovani fluorescen¢niho svétla umoznuje pomoci epifluoroscencniho mikroskopu
detekovat jednotlivé obarvené objekty.

DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) je barvivo s modrou fluorescenci, které se ptfednostné
vaze na dvoufetézcovou DNA (dsDNA), v oblasti bohat¢ na AT pary. Maximalni excitace
celku DAPI-DNA je dosazena UV-zaienim o vinové délce 358 nm, maximum emise probiha
Vv oblasti viditelného svétla s vinovou délkou 461 nm. V urcité mife se DAPI vaze i na RNA,
uplatituje se zde ovSem jiny mechanismus a navic emituje slabsi zafeni s maximem cca 500
nm. Ur¢ita nevyhoda barveni pomoci DAPI spociva v obarveni veSkeré DNA, prokaryotické i
eukaryotické, proto odliSeni modfe sviticich objektii vyZaduje jistou davku praxe. DAPI
pronika neposkozenou membranou, miZe byt pouZzito na barveni Zivych i fixovanych bunék,
u kterych dochdzi k efektivnéjsimu probarveni. Hodnoceni se provadi pod epifluorescencnim
mikroskopem Olympus BX 60 s pouzitim imerzniho objektivu.

Mikroskopicky obraz nahodné vybranych poli (o zndmé velikosti) se pfenasi pomoci kamery

citlivé v UV oblasti do paméti ptipojeného pocitace, je ulozen a pozdéji vyhodnocen.
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Emitované svétlo je modré, vinové délky 490-500 nm. Z tmavého pozadi vystupuji modie
zbarvené bunky bakterii (tyCinky, koky i vlaknité formy), prvok, fas i sinic, v eukaryontnich
bunkach pozorujeme intenzivnéji zbarvené jadro.

Protoze DAPI pronika zivymi bunkami a interkaluje mezi DNA, je povazovén za toxickou
latku s moznym mutagennim efektem, a pro praci s DAPI je nutné pouzivat bezpecnostni

opatfeni, predevsim nitrilové rukavice.

Obr. 1 DAPI vazana v DNA Obr. 2 Jadra bunék obarvenych DAPI

Sonikace a izopyknicka hustotni centrifugace

U vétsiny typl pfirodnich vzorkl je nezbytné zatadit pred aplikaci latek zaloZenych na vazbé
s DNA sonikaci (tj. pfiméfené ptisobeni ultrazvuku), isopyknickou hustotni centrifugaci, ptip.
aplikaci detergentu - metody slouzici k oddéleni bunék od ostatnich partikuli vzorku.

Sonikace spociva v pasobeni ultrazvukové viny na vlakna, fibrily a kotvici vrstvy
exopolymert, kterymi jsou mikroorganismy piichyceny na povrch vzorku. Aplikace
detergentu snizuje povrchové napéti bunék a napomaha jejich uvoliiovani z povrchu.
Zakladem hustotni centrifugace je prostiedi o ménici se hustoté (hustotni gradient). Kazda
Castice sedimentuje v centrifugacni tubé pouze do té tirovné média, kterd odpovida hustotou
jeji vlastni hustoté; zde se zastavi a setrva. V fadé experimentl, které stouto metodou

pracuji, je gradient vytvafen tak, Ze hustota na dné centrifugacni tuby odpovida hustoté


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:1D30_DNA_DAPI.png
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Castic, které chceme ze vzorku odstranit, zatimco hustotni vrstva nebo vrstvy nad ni
odpovidaji hustoté castic, které¢ chceme uchovat, ptipadné dale délit.

Kombinace vyse uvedenych metod je vysoce efektivni pro pravu environmentalnich vzork,
u nichz jsou mikrobidlni builkky pevné ukotveny v polysacharidové matrix (mikrobialni
biofilmy). Biofilm se v ptirodnim prostiedi vytvati v podstaté na kazdém povrchu, jez je v

kontaktu s vodou (ponofené kameny, kofeny, vodni makrofyta, sediment atd..).

POSTUP: Stanoveni mikrobialni abundance pomoci DAPI s vyuzitim sonikace a
hustotni centrifugace

Hustotni centrifugace a sonikace

U vzorkll pfirodnich biofilml a vzorkli sedimentu je tfeba zatadit pied vlastni zpracovéani
vzorku jesté hustotni centrifugaci a s ni spojenou separaci bun€k od povrchu vzorku pomoci
detergentu a pasobeni ultrazvuku (sonikace).

1. Z fixovanych vzorku (paraformaldehyd, finalni koncentrace 2%) sedimentu odebereme
do 15 ml zkumavky 6 ml vzorku a pfidame 6 ml fyziologického roztoku (0,9% NaCl)

2. Fixované vzorky biofilmu (konkr. vodnich makrofyt) nafezeme (nastiihame) na vétsi
kusy a také vlozime do 15 ml zkumavky s fyziologickym roztokem (7 ml).

3. K takto pfipravenym vzorkiim piidame cca 30-35 pl detergentu (Triton X-100), vzorky
ttepeme pies noc nebo alesponn 5 hod pfedem (tfepacka OS-10, 200 rpm) poté
sonikujeme 3 x 30 s (Sonopuls HD 2200, 15 % power)

4. Z takto upravenych vzorkd odebereme do 15 ml zkumavky veskery supernatant (6 nebo
7 ml) a 3 — 3,5 ml hustotniho média Nycodenz opatrné zavedeme injek¢ni jehlou pod
vzorek.

5. Vzorky vlozime do centrifugy (Rotofix 32A, 3000 x g) a centrifugujeme po dobu 45
min

6. Po skonceni centrifugace je vétSinou patrné rozlozeni vzorku, kdy na dn¢ zkumavky se
nachazi peleta vzorku, nad ni hustotni médium a svrchni vrstvu tvofi supernatant, kde
by mély byt zachyceny volné buiiky.

7. Pipetou opatrné odebereme svrchni vrstvu supernatantu o stejném objemu, jaky jsme do
zkumavky napipetovali (tedy 6 nebo 7 ml)
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8. Potfebné mnozstvi supernatantu (zavisi na typu vzorku a vétSinou se pohybuje od
500 pl do 2 ml) napipetujeme na membranovy filtr, doplnime do 2 ml MQ vodou a
dale postupujeme dle vybrané metodiky

Barveni DAPI

1. Pomoci vakuové filtrace nafiltrujeme vzorek na piedem oznac¢ené membranové filtry
(v ptipadé potieby vzorek natfedime)

2. Filtry nechame ususit na filtranim papiru, rozdélime na patfiéné mnozstvi sekci a

naneseme fluorochrom DAPI (finalni konc. 65 pg/ml, laboratorni teplota)

Takto upravené vzorky inkubujeme v lednici na podloznim skle cca 10 min

Po inkubaci filtry postupné promyjeme v MQ deionizované vodé a etanolu, pfi¢emz

posledni fazi je voda

5. Filtr opét nechame ususit na filtranim papiru a umistime na podlozni sklo s kapkou
imerzniho oleje, na filtr pfiddme kapku oleje a ptikryjeme krycim sklickem. Kryci
sklicko jemné pfitlacime tak, abychom eliminovali vznik nezadoucich vzduchovych
bublin mezi filtrem a krycim sklem

6. V epifluorescencnim mikroskopu (hranol pro pozorovani fluorochromu DAPI pii
excitaci/emisi 358/461 nm (Olympus BX 60) pocitdme alespont 20 ndhodné vybranych
poli nebo 400 bunék (£ 10 % chyba za pfedpokladu normalniho rozdéleni)

7. Vlastni vyhodnoceni provadime pomoci programu NIS Elements. Zde pocitame
celkovou abundanci bun¢k. Ziskany pocet bunék pak prepoéteme na 1 ml vzorku (B)
podle vztahu:

Hw

Pocet bun¢k v 1 ml vzorku (abundance) lze vypocist podle vzorce:

B=n*F/P*V

kde nje tzv. ,,praimérny snimek* (tj. primérny pocet bunék na snimek),

F .... plocha filtru (resp. vnitini primér filtraéniho komina)

P .... plocha, kterou stanovujeme (tj. plocha, na niZ po¢itam, resp. plocha snimku; Ize ji zjistit
v programu NIS)

V .... objem zfiltrovaného vzorku v ml
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Potiebny material: pipeta 20-200 pl + $picky
pracovni rukavice pipeta 2-20 ul + $picky
membranové filtry Millipore - bilé (0,2

um, GTTP) Chemikalie:

15 ml uzaviratelné zkumavky paraformaldehyd

skalpel nebo ntizky deionizovana MQ voda
injekéni jehla a stiikacka fyziologicky roztok
filtracni papir imerzni olej

podlozni a kryci skla detergent Triton X-100
Petriho misky hustotni médium Nycodenz
pinzeta fluorochrom DAPI

pipeta 1000-10 000 pl + $picky 96% etanol

pipeta 1000-5000 pl + $picky
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