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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

FLUORESCENCNI ,,IN SITU“ HYBRIDIZACE (FISH)

Fluorescen¢ni ,,in situ hybridizace je jednou z bazalnich metod pouzivanych pro zjisténi
ptitomnosti ur¢itych fylogenetickych skupin, ev. taxonti. Pomoci hybridizace lze zjistovat
pritomnost konkrétnich sekvenci pfimo v burice, tedy v misté jejich normalniho vyskytu, tzv.
in situ. Kromé fylogenetické charakteristiky pfirodnich spoleCenstev se tato metoda hojné

pouziva také v cytogenetické a molekularni diagnostice.

Princip FISH

Principem metody FISH je hybridizace - schopnost jednovlaknovych molekul NK tvofit
hybridni molekuly (hybridizovat), pokud obsahuji komplementarni sekvence. Jde tedy o
navazani DNA sondy k DNA/RNA vzorku, na zdklad€¢ pravidel komplementarity bazi.
Hybridizovat mohou samoziejmé pouze jednovlaknové molekuly. Pokud jsou sonda nebo
vySetfovana nukleova kyselina dvojvlaknové molekuly, museji byt nejdiiv denaturovany. Pro
hybridizaci jsou pak potiebné stejné podminky, jako pro renaturaci denaturované DNA. Tyto
podminky museji umozilovat vznik stabilnich vodikovych mistki mezi sondou a
vysetfovanou nukleovou kyselinou.

Na stabilitu vodikovych mustki ma vliv teplota a koncentrace iontli. Pokud bude teplota nebo
koncentrace iontli v hybridizacnim roztoku niz$i, bude hybridizace probihat snadnéji, protoze
vodikové miistky mezi molekulami sondy a vySetfované nukleové kyseliny budou stabilné;jsi.
Pokud bude naopak teplota nebo koncentrace iontl vyssi, bude hybridizace probihat pomaleji

nebo neprobéhne viibec, protoze tepelna energie a ionty zabrani vzniku stabilnich vodikovych
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mustki. Kdyby ovSem teplota nebo koncentrace iontti byla pfili§ nizka, dochazelo by k
hybridizaci i mezi molekulami, které nejsou piesn¢ komplementarni.

Podminky hybridizace proto museji byt dostatecné piisné (tzv. stringentni), aby byly stabilni
jen presn¢ sparované hybridni molekuly. Jen v tom piipadé je vysledek hybridizace
spolehlivy a muize z ncého byt vyvozen zavér o pfitomnost nebo nepfitomnosti
komplementarni sekvence ve vySetfovaném vzorku nukleové kyseliny Po spravné hybridizaci
je vzorek promyvan pufrem, takze dojde k odmyti neptesné hybridizovanych molekul sondy a

v 799

na vysetfované DNA se “udrzi” jen sondy dokonale komplementarni.

Uziti fluorescen¢niho barviva p¥i hybridizaci

Abychom mohli zjistit, zda hybridizace prob¢&hla, musime mit n&jak oznaceny molekuly
pouzité sondy (viz Obr. 1). Jednim ze zpiisobii znaceni je pouziti fluorescen¢nich barviv.
Sonda je oznacena fluorescenénim barvivem - v nasem piipadé indokarbocyaninové barvivo
Cy3 — s maximalni excitaci pfi vlnovych délkach 550 nm, maximum emise je v oblasti svétla
s vlnovou délkou 570 nm. K vizualizaci signalu a tedy hodnoceni vysledku, se vyuziva stejné
jako u barveni DAPI fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX 60. Fylogenetické sondy jsou v
podstaté fluorescencné znacené oligonukeotidy komplementarni s cilovou sekvenci, pracuji
na principu penetrace bunééné stény a hybridizace piimo v bunice (tzv. whole cell

hybridization - celobunétna FISH).

\\ I/ detekéni molekula se systémem
=
~

pro zviditelnéni

- 2 sonda se znackou
vysSetfovana

nukleova
kyselina

Obr. 1 Navazani oznacené sondy na molekulu NK
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Protoze v nasi laboratoii zjistujem pomoci metody FISH zastoupeni fylogenetickych skupin

predevsim u prokaryotickych organismi, nize uvadime jejich zakladni ptehled.

Uvod do fylogeneze prokaryot

Na zacatku dvacétého stoleti byla vSechna prokaryota (dnes archea a bakterie) povazovéna na
zaklad¢ biochemickych, morfologickych a fyziologickych znakii za stejnorodou skupinu
organismi. Védce k tomu vedlo naptiklad slozeni jejich bunécné stény, tvar bunky a druh
prijimané potravy. V roce 1965 byl navrzen novy typ klasifikace, ktery spocival ve zjistovani
genovych sekvenci nukleovych kyselin daného organismu. Na zaklad¢ genetického materidlu
se totiz d4 poznat, kterd prokaryota jsou si pfibuznd vice a ktera méné. Tento tzv.
fylogeneticky typ systematiky se uziva dodnes.

Carl Woese a George E. Fox v roce 1977 na zéklad¢ sekvenace gent kodujicich rRNA
(ribozomalni RNA) vytvorili termin archebakterie pro popis organismui, které jsou
fylogeneticky nezavislé na pravych eubakteriich (Eubacteria). Dnes se pro archebakterie spise
pouziva termin Archaea a pro tehdejsi eubakterie se razi jednoduse termin bakterie, ¢imz se
zdUraziiuje vzajemna nezavislost téchto skupin organismti. Tii skupiny Zivota, tedy archea,
bakterie a eukaryota, se Casto oznacuji jako domény.

Taxon ,,doména“ poprvé zavedli v roce 1990 védci Carl Woese, Otto Kandler a Mark
Wheelis, a to ve své studii ,, Towards a natural system of organisms: proposal for the domains
Archaea, Bacteria, and Eucarya“.

Slovo doména pochazi z latinského dominium, jez odpovidd vyznamu slov ,,vlastnictvi®,

»drzeni“, ale téz ,,vlada“ a ,,panstvi®.

Podle tfidoménového systému se rozeznavaji tfti domény, zdkladni vétve Zivota:

. archea (Archaea, postaru Archaebacteria)
. bakterie (Bacteria, postaru Eubacteria)
. eukaryota (Eukaryota, téz Eukarya, cesky téz nékdy jaderni)
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Archea (Archaea, z fec. dpyaia, archaia — starobyly), téZ archebakterie (Archaebacteria), je
rozsahla skupina (doména) prokaryotickych jednobunécnych organismu, jejiz nezavislost na
ostatnich doméndach zivota (bakterie a eukaryota) byla zjisténa teprve roku 1977.

Velikost bun¢k se u riznych zastupcti znaéné 1isi, obvykle se pohybuje od 0,1 do 15
mikrometrti. Od bakterii a eukaryot je odliSuje stavba jejich cytoplazmatické membrany,
bunécné stény, genom a nékteré metabolické pochody. RozmnoZzuji se binarnim délenim.

Na Zemi se archea objevila jiz pied 3,5 miliardami let. Ackoliv se mnohd archea vyskytuji v
pestrém spektru riznych prostiedi, dnes jsou zndma piedevsim jako extrémofilni organismy.
Vyhledavaji extrémni stanovisté s vysokou teplotou, extrémnim pH ¢i vysokym obsahem soli.
Hraji vyznamnou roli v kolob&hu prvkili, zejména uhliku, dusiku a siry. Né&kter4a archea ¢i
jejich enzymy naSly uziti i v technologiich a primyslu.

Ke Spatné urovni poznani archei ptispivala i skutecnost, ze je archea tézké kultivovat:
vyzaduji specifickou teplotu, obsah soli a mnozstvi kysliku. Zpocatku se do nové domény
fadila pouze methanogenni prokaryota, protoZze se predpokladalo, Ze archea Ziji jen v
extrémnich podminkéch (tzv.extrémofilové), jako jsou naptiklad horkd viidla ¢i sland jezera.
Na konci dvacétého stoleti se vSak zjistilo, Ze se archea béZné vyskytuji i na mnohem méné
extrémnich stanovistich, jako je naptiklad ptida ¢i motska voda. Archea zde byla objevena na
zaklad¢ sbéru vzorkd nukleovych kyselin z prostfedi. Ty byly pak namnoZeny pomoci
polymerdzové ftetézové reakce a identifikovdny, vétSinu archei totiz nelze kultivovat v

laboratofi.

Bakterie (Bacteria, diive téz Bacteriophyta ¢i Schizomycetes), nebo také eubakterie
(Eubacteria), je doména jednobunécnych prokaryotickych organismi. Mivaji kokovity ¢i
tyCinkovity tvar a zpravidla dosahuji velikosti v fadu n€kolika mikrometra. Studiem bakterii
se zabyva bakteriologie, vyznamné tuto védu rozvinuli Robert Koch a Louis Pasteur.

Typickou soucasti bakteridlnich bun€k je peptidoglykanovd bunéfnd sténa, jadernd oblast

(nukleoid), DNA bez introntl, plazmidy a prokaryoticky typ ribozomi. U bakterii se
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nevyskytuje pohlavni rozmnozovani, namisto toho se nejcastéji déli binarné. Bakterie jsou
nejrozsifenéjsi skupinou organismu na svété. Diive se druhy bakterii klasifikovaly podle
vnéjsiho vzhledu, dnes jsou moderni zejména genetické metody. Diky nim se dnes rozliSuje
asi 25 zakladnich kment bakterii.

Bakterie maji velky vyznam v planetarnim ob¢hu Zivin a mnohdy vstupuji do oboustranné
prospeéSnych svazki s jinymi organismy. Mnohé patii mezi komenzalické druhy, které Ziji
napiiklad v lidské travici soustavé. Na druhou stranu je zndmo i mnoho patogennich bakterii,
tedy druhd, které zpisobuji infekce. I Clovék mnohé z bakterii vyuziva, naptiklad v
potravinafském a chemickém primyslu. Védci vyuzivaji bakterie ve vyzkumu a samotné

bakterie jsou pfedmétem badani bakteriologie.

The Domain Bacteria

(9]
;;_ %’ g Vyznamnou  fylogenetickou
: % 3 Eg 3 skupinou z hlediska
= g j ’ mikrobiologie vod jsou
1)

3 j - Proteobacteria, predev§im tzv.
o, h‘»y“& alfa-, beta-, gamma-

Deiy v proteobacteria.
Proceobacteria Nitrosp™ . .
Beta [ S Skupina Alphaproteobacteria

g ai zahrnuje  fadu  oligotrofi,

Planctomycetes symbiotickych rostlin 1 zvifat

Green Non-Sulfur . . . .
(r. Rhizobium) 1 nebezpecné
Thermotogales
ol Aquificales patogeny ( Rickettsiaceae).
| Betaproteobacteria jsou
dominantni slozkou
sladkovodniho 1 slaného prostiedi s vysokou metabolickou diverzitou — aerobni,

chemolitotrofni, fototrofni typy metabolismu.

Gammaproteobacteria tvoii fenotypove i metabolicky rozmaniti zastupci (mixotrofie).
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Hybridizace prokaryotické bunky

Pro fylogenetickou analyzu genomu prokaryot je obvykle vyuZivana ribozomalni RNA
(rRNA), predevsim struktura molekuly tzv. mald podjednotka prokaryotického ribozomu.
Kromé malé podjednotky 16S rRNA, jsou ribozomy slozeny i z tzv. velké podjednotky, jez je
tvofena 5S rRNA a 23S rRNA (viz Obr 2). Na rozdil od prokaryot, u eukaryotickych bunck
nalezneme az 4 druhy rRNA (28S, 188, 5,8S a 5S). Ribozomalni RNA je nejhojnéj$im typem
RNA (az 80% hmotnosti vS§ech RNA v buiice).

QEZ))I‘. 2 Velka a malé podjednotka bakterialniho Vzhledem ke skuteCnosti, Ze proces syntézy
ribozomu
bilkovin je evoluc¢né starobyly a do zna¢né miry

mala podjednotka . ] ., o,
velka podjednotka  konzervativni, pouziva se molekuly 16S rRNA

\\ jako tzv. fylogenetického chronometru. Naproti
g ‘ L tomu jsou zde lokalizovany také relativné
- : proménlivé useky souvisejici s produkei
specifickych bilkovin v jednotlivych fylogenetickych skupiniach. Mala ribozomalni
podjednotka je proto vhodny cil detekce fylogeneticky vyznamnych useki, nebot’ ribozomy
jsou zékladni soucasti vSech bun€k, maji v nich univerzadlni funkci a vétSinou se také
vyskytuji v mnoZstvi dostate¢ném pro detekéni metody. Teoreticky, kazdy ribozom v
prokaryotické buiice obsahuje jednu kopii 5S, 16S a 23S rRNA, které mohou byt obarveny
jednou molekulou sondy. Pomémé velké mnozstvi ribozomil v buiice tak zajisti pomérné
velky barevny signal.
Analyza 16S rRNA (a tedy ani FISH cilend na sekvence této molekuly) vSak nejsou pfili§
vhodné u blizce pfibuznych druhi, tyto mohou mit totiz velmi podobny sled nukleotidd, ktery
je pfi nedostatecném mnozstvi analyzovanych “jedinct® obtizn¢ odliSitelny. V takovychto
pfipadech se ukazuje mnohem vhodnéjsi uziti sekvenci komplementarnich s 23S rRNA,
jejichz specifické useky mohou byt az dvakrat delsi a obsahuji né€kolik vyrazné variabilnich

regiontl.
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POSTUP: Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

1. Filtrace vzorki na membranovy filtr (pfesny postup zavisi na charakteru vzorku)
Vzorky filtrujeme pomoci filtracni aparatury na membranovy filtr Millipore (0,2 um, GTTP)
viz protokol ,,Barveni DAPI*.

POZN. pied zapocetim prace nezapomeil zapnout inkubator na pozadovanou teplotu!

2. Priprava hybridiza¢niho a praciho pufru

Ptesnou spotiebu hybridiza¢niho a praciho pufru je tfeba vypocitat na zakladé mnozstvi
pouzitych sond a vzorkl; pocet zkumavek s pracim pufrem odpovidd vzdy poctu zkumavek
s hybridizovanymi vzorky. Postup piipravy praciho a hybridizaéniho pufru viz Tab 1 a 2.

3. Ziedéni préoby na cilovou koncentraci

Probu fedime MQ vodou (pfipadné jinym rozpoustédlem) na koncentraci ¢ = 50 ng/pl
(nebo koncentraci uvedenou pro dany el v literatufe), pticemz finalni
koncentrace sondy, jez je aplikovana v hybridizaénim pufru na vzorek je 5

ng/pl

NEJCASTEJI POUZIVANE SONDY V NASI LABORATORI:

sonda sekvence

ALF968 (detekce a-Proteobacteria) 5-GGT AAGGTTCTG CGC GTT -3
BET42a (detekce B-Proteobacteria) 5-GCCTTCCCACTTCGTTT -3'
GAM42a (detekce y-Proteobacteria) 5-GCCTTCCCACATCGTTT -3
EUB338 (detekce vétsiny z domény Bacteria) 5'-GCT GCC TCC CGT AGG AGT -3'
EUB338 II (detekce fadu Planctomycetales) 5- GCA GCC ACC CGT AGG TGT -3'
EUB338 III (detekce fadu Verrucomicrobiales) 5- GCT GCC ACC CGT AGG TGT -3'
ARCH915 (detekce domény Archaea) 5-GTG CTC CCC CGC CAATTCCT -3
MPBI1 (detekce metanogennich archea) 5'- CATGCACCWCCTCTCAGC-3'

4. Priprava hybridiza¢ni smési

Z hybridiza¢niho pufru napipetujeme po x * 18 ul (x = pocet vzorku, resp. sekei filtru) do
mikrozkumavky (eppendorf, objem 1,5 ml) pro jednotlivé sondy. K pufru pfiddme vzdy x * 2
ul jednotlivé sondy (1 mikrozkumavka = 1 sonda). U nékterych mikrobidlnich skupin je
potieba pro detekci celé skupiny pouzit kombinaci vice sond (napt. pro doménu Bacteria
mame celkem 3 sondy). Pro pfipravu takovéto reakéni smési postupujeme analogicky dle
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postupu vyse (tedy 3 * 18 ul hybridiza¢niho pufru + 2 pul EUB + 2 ul EUB II + 2 ul EUB 111
pro kazdy vzorek). Vznikly roztok dikladné promichame a ulozime do chladu a temna.

Pozn. Podobna je situace u detekce skupin Proteobakterii f- a y. Protoze beta- a gamma-
proteobakterie maji velmi podobny genom, respektive cilové sekvence jsou velmi podobného
usporadani bazi, pouzivaji se k jejich odliseni tzv. kompetitivni (neznacené) sondy. V podstate to
znamend, ze chceme-li hybridizovat vzorek znacenou beta-sondou, pridame kromé této sondy do
hybridizacni smési gama-sondu, ktera nenese znaceni; tato se navdzZe na patiicnou kompetitivni
sekvenci gama-bakterii, znemozni volnéjsimu navdzani beta-sondy a vysledny pohled v mikroskopu
potom ukazuje skutecné pouze beta-proteobakterie.

5. Vlastni hybridizace

Hybridizace je naro¢na na €as i material, proto je vyhodné jednotlivé filtry (pramér filtru 25
mm) roziezat na dily a dale pracovat s nimi. Sekce filtrli od jednotlivych vzorkli umistime
vedle sebe na podlozni sklo. Na jednotlivé vyfezy postupné napipetujeme 20 ul (v pripadé
detekce domény Bacteria 60 pl) smési hybridizaéni pufr-sonda; na jednom podloznim skle
hybridizujeme vzdy pouze jeden typ sondy! Sklicka popiseme.

Zkumavky (50ml) vysteleme buniCitou vatou, zvlhc¢ime asi 4 ml hybridiza¢niho pufru a do
nich velmi opatrné, aby ze sekcei filtri kapky smési nestekly, vlozime po jednom podloznim
skle. Zkumavky dikladné uzavieme a uloZzime ve vodorovné poloze do inkubatoru.
Inkubujme pfti teploté 46°C po dobu tii hodin (dle metodiky).

6. »Prani“

V pribéhu hybridizace piipravime pro kazdou zkumavku s hybridizovanymi vzorky
(,,hybridiza¢ni zkumavku*) cca 50 ml praciho pufru a vlozime zkumavky s pufrem do vodni
lazné pfedehiaté na teplotu 48°C. Spolecné s nimi nechame v jinych zkumavkach ohtat také
destilovanou vodu ur€enou k vymyvani (pro kazdou ,hybridizacni zkumavku* vzdy 1
zkumavka praciho pufru a 1 zkumavka destilované vody). ,,Hybridiza¢ni zkumavky*
vytahujeme z inkubatoru postupné, opatrné z nich vyjmeme skli¢ko a rychle je ptemistime do
zkumavky s ohfatym pracim pufrem a zpét do lazné; zde probiha vymyvani v klidu po dobu
15 minut. Po uplynuti této doby vylijeme praci pufr i se vzorky do Petriho misky, pomoci
pinzety je promyjeme Vv destilované vodé ohfaté na 48°C a nasledné ve studené destilované
vodé a nechame na filtra¢nim papitfe dokonale ususit.

7. Barveni DAPI

Takto zpracované filtry dale obarvime fluorochromem DAPI- obdobné jako pii barveni bez
hybridizace. Kompletné obarvené vzorky umistime do roztoku Citifluor - Vecta Shield (tzv
mounting media, pomér 4:1) a piekryjeme krycim sklem.

Pozn. Vectashield obsahuje latky branici rychlému vyblednuti, po takovéto upraveé je mozno vzorky pri
teploté —20°C prechovavat i nékolik dni bez toho, zZe by doslo k vyraznému snizeni fluorescence.
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8. Sniméani a vyhodnoceni obrazu

V epifluorescenénim mikroskopu pozorujeme objekty obarvené danou sondou jako Cervené
body. Na kazdém jednotlivém vzorku, resp. na kazdém poli zobrazeném v mikroskopu,
snimame celkovy pocet bunc¢k obarvenych DAPI a soucasné¢ pocet bunék obarvenych
ptislusnou sondou (ob¢ barviva ptirozen¢ vyzaduji odlisné hranoly).

Vyhodnoceni celkové mikrobidlni abundance i podilu hybridizovanych bunék provadime
v programu NIS Elements.

Tab. 1 Priprava hybridiza¢niho pufru (objemové mnoZstvi 20 ml, konkrétni spotiebu
nutno upravit podle po¢tu vzorki)

chemikalie 5 M NaCl

AM Tris-HCI (pH 7,4)

formamid - mnozstvi zavisi na typu sondy; viz Tab. 3
1% SDS

destilovana MQ voda

postup do odmérného vélce napipetujeme:
NaCl 3,6 ml
ALF, BET, GAM, |Tris-HCI 400 pl
EUB HYBR Pufr | formamid 6 ml
SDS 200 pl

doplnit vodou do 20 ml

SDS nutno pfidavat na konec (riziko vysrazeni)
celkem 20 ml PUFRU pro ALF, BET, GAM, EUB

sondy
NaCl 3,6 ml
ARCH, MPB1 HYBR | Tris-HCI 400 pl
Pufr formamid 4 ml
SDS 200 pl

doplnit vodou do 20 ml

SDS nutno ptfidavat na konec (riziko vysraZeni)
celkem 20 ml PUFRU pro ARCH, MPB1 sondy
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Tab. 2 Priprava praciho pufru (objemové mnozstvi 200 ml, konkrétni spotiebu nutno
upravit podle poctu vzorkii)

chemikalie 5 M NaCl — mnozstvi zavisi na typu sondy; viz Tab. 3
1M Tris-HCI (pH 7,4)
0,5 M EDTA (pH 8)
1% SDS
destilovana MQ voda
postup do odmérného vélce napipetujeme:
NaCl 4,08 ml
ALF, BET, GAM, | Tris-HCI 4 ml
EUB WASH Pufr |EDTA 2ml
SDS 2ml

doplnit vodou do 200 ml

SDS nutno piidavat na konec (riziko vysraZeni)

celkem 200 ml PUFRU pro ALF, BET, GAM, EUB

sondy
NaCl 12,32 ml
ARCH, MPB1 WASH | Tris-HCI 4 ml
Pufr EDTA 2mi
SDS 2ml

doplnit vodou do 200 ml

SDS nutno ptidavat na konec (riziko vysrazeni)

celkem 200 ml PUFRU pro ARCH, MPB1 sondy
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Tab. 3 Koncentrace formamidu a NaCl v zavislosti na typu sondy

Formamide and NaCl vary with probe:
Hybridization solution Wash solution
Final mL formamide Final mL 5M NaCl
Probe Formamide (%5) per 250 mL NaCl (mhM) per 250 mb
Eub338 30 : 75 102 54
Betd2a & 3 Y it
Gam4Za & 4 a i
Alf968 H s L 4
HGC6%a 20 50 308 15.4
Arch915 o i< a e
Euk515 i : " i <
CF319a 35 87.5 80 4

POZN: ,, Who is who? “

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) - chelatujici ¢inidlo; je to latka, ktera naruSuje vazby nékterych
iontl.V molekularni biologii se vyuzivd jako soucast fady pufri, ve kterych zajiStuje sekvestraci
dvouvazebnych iontd, které jsou nezbytné pro funkci DNaz, ¢imzZ brani degradaci DNA.

SDS (Sodium-dodecyl-sulphate) - detergent; redukuje nespecifické interkace mezi molekulami.SDS snizuje
kontrast pozadi a tim zesiluje silu fluorescenéniho signalu.

formamid - latka, jez destabilizuje nukleové kyseliny. Koncentrace formamidu v hybridiza¢nim pufru
zavisi na délce sondy a obsahu GC part, zavisi proto na ni efektivita hybridizace. Pouziti formamidu
umoziuje hybridizovat pii nizsi inkubacni teploté.

Tris — HCI (Tris — hydroxymethylaminomethane) - se pouziva jako pufracni slozka k udrZeni stabilniho
pH. Tris — HCI ma slab¢ alkalickou pufra¢ni kapacitu v rozemzi pH 7,2-9.

NaCl (Chlorid sodny) — zajistuje koncentraci potfebnych iontli v roztoku. Pro optimalni vysledek
hybridizace je nutné zajistit vyssi koncentraci iontd pii hybridizaci nez pfi procesu vymyvani. Dodrzeni
téchto podminek zajistuje efektivnéjsi vysledek, nez kdyby koncentrace iontd byla pii téchto procesech
stejna.
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Potiebny material: Chemikalie:
pracovni rukavice 5M NaCl

membranov¢ filtry Millipore (0,2 pum,
GTTP)

50 ml uzaviratelné zkumavky
mikrozkumavky 1,5 ml

1M Tris-HCI (pH 7,4)
0,5M EDTA (pH 8)
1% SDS
Citifluor-Vecta Shield

skalpel nebo niizky formamid
filtra¢ni papir DAPI
podlozni a kryci skla ethanol

Petriho misky deionizovana MQ voda
pinzeta oligonukleotidové sondy
odmérny valec

pipeta 1000-5000 pl + $picky

pipeta 2-20 ul + $picky
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