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MOLEKULARNI METODY V EKOLOGII MIKROORGANIZMU
(EKO/MMEM)

FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE A ANALYZA OBRAZU

Pouziti fluorescen¢ni mikroskopie je zalozeno na detekci objektii pomoci fluorochromi —
latek, jez se specificky vazou na bunécéné struktury a zarovenl maji schopnost fluorescence.
Nejcastéji se vyuziva vazby fluorochromu na molekulu proteinu ¢i nukleovou kyselinu. Tento
postup se nazyva prima fluorescence. Pro bunééné struktury, u nichz neexistuje fluorochrom,
ktery by se na n¢ specificky vazal, se pouziva metoda tzv. imunofluorescence, u niz se
vyuzivaji fluorescenéné znacené specifické protilatky.

V mikrobiologii se fluorescencni mikroskopie pouziva k identifikaci mikroorganizmi ve
zkoumaném vzorku, ke zjisténi ptitomnosti specifické sekvence nukleové kyseliny v buiikdch

nebo také k pozorovani patogennich mikroorganizmil ve smésném vzorku.

Princip fluorescence
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Protoze doslo ke ztraté energie, je vinova délka emisniho svétla vzdy delsi nez vinova délka

svétla excitacniho (Stokestv posun — Obr. 1).

Fungovani epifluorescenéniho mikroskopu Obr. 2 Excitaéni a bariérovy filtr

Abychom mohli dobfe pozorovat emisni

zafeni, jehoZ intenzita je vzdy mnohem nizsi

nez intenzita excitatniho zafeni, pouziva se

dvojice filtrG. Excitacni filtr propousti z

barevného spektra pouze ¢ast potfebnou pro Exciting filter " Barrier fiter
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excitaci fluorescence a zabrailuje prichodu

Specimen

svétla o stejné €1 podobné vinové délce jako
svétlo emisni, které by vytvarelo pozadi. Bariérovy filtr propousti pouze emisni ¢ast spektra a
zabranuje pruchodu excitacnimu svétlu. Excitacni svétlo se od emisniho sice 1isi barvou, ale
je mnohem intenzivnéjsi, takZze by v ném emisni svétlo nebylo lidskym okem dobie vidét
(Obr. 2).

U epifluorescencniho mikroskopu prochdzi excitacni svétlo objektivem, dopada na preparat
svrchu a emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. Je ziejmé, Ze u tohoto mikroskopu je
potieba pouzit zvlastni typ zrcadla (tzv. dichroické zrcadlo), které odrazi excitaéni svétlo do
objektivu a propousti emisni svétlo do okularu. Zrcadlo propousti a odrazi svétlo podle toho,
jakou mé vlnovou délku. Pouziva se tedy vzdy takovy typ zrcadla, ktery maximum
excitatniho svétla odrdzi a maximum emisniho svéta propousti. Vhodna kombinace
dichroického zrcadla, excitacniho a emisniho filtru pro pouzity druh fluorochromu se do
epifluorescencniho mikroskopu vklada pohromadé jako tzv. kostka, jejiz dvé stény jsou
tvoteny filtry a thlopficka dichroickym zrcadlem. Kostky jsou umistény na vyméniku a je
mozné je vymeénovat podle potieby.

K analyze naSich piirodnich vzorkli pouzivame fluorescencéni mikroskop Olympus BX 60, jez

je majetkem katedry Botaniky, UPOL.
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Nejcast€ji pouzivané fluorochromy v nasi laboratori:

DAPI — 358 nm/461 nm (excitace/emise), modra fluorescence
Cy3 — 550 nm/570 nm, ¢ervena fluorescence

propidium jodid — 490 nm/635 nm, ¢ervena fluorescence
SYTO9 - 480 nm/500 nm, zelena fluorescence

Analyza obrazu (NIS-Elements)

védeckych ustavech, vyuZzivajicich pii svoji ¢innosti moderni metody pocitatové analyzy
obrazu.

Analyza obrazu je moderni metoda, kterd nahrazuje vizualni subjektivni hodnoceni, pii
kterém muze dojit k rozdilné interpretaci urcitého znaku zkoumaného objektu. Vyuziti
analyzy obrazu ma tedy vyhodu v tom, zZe umoziuje opakované hodnoceni téhoZz objektu i po
delsi dobé, kdy nehrozi riziko destrukce vzorku. Obecné lze fici, Ze pfi analyze obrazu se
snazime z obrazu ziskat né¢jakou informaci, ktera vyjde najevo az vhodnou interpretaci

digitalnich obrazovych dat.

Prostiedi NIS-Elements™ si uzivatel mlze upravit piesné¢ tak, jak to vyhovuje jeho
pracovnim zvyklostem. RozloZeni vSech oken a nastrojovych list lze libovolné upravit a
z4ddané nastaveni uloZzit. Inovativni pfistup ke zpracovani obrazu nabizi uzivateli Siroké
mozZnosti jak pfi snimani tak 1 analyze obrazu. Tento program pracuje jednak s jiz
zachycenym a uloZenym obrazem (foto snimky), ale umi pracovat také s obrazem zivym, kdy
je pocita¢ s programem napojen piimo na snimaci kameru.

NIS-Elements™ dokaze pracovat se vSemi obvyklymi formaty souborti, jako napf.
JPEG2000, ND2, TIFF, JFF, JPG, JTF, BMP, LIM, AVI, ICS/IDS. ND2 piedstavuje specialni
format pro NIS-Elements™, ktery umoziuje ukladani obrazovych sekvenci nasnimanych pfi

vicerozmérnych experimentech.
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Data a vysledky méfeni mohou byt jednoduse pfenesena mimo aplikaci NIS-Elements™ a
dale voln¢ zpracovana. Je mozné exportovat tabulky dat a grafy: do aplikace Microsoft Excel,
do externiho souboru (*.bmp nebo *.txt), do schranky, do webového prohlizece nebo do

reportu.

POSTUP: Prace s analyzou obrazu — NIS Elements

Zakladem pro praci se softwarem pro analyzu obrazu (NIS-Elements) je vyuziti snimkl z
epifluorescenciho mikroskopu.

1.  ZPRACOVANI SNIMKU , DAPI“

Pro stanoveni bakteridlni abundance se pouzivaji snimky barvené DAPI. Otevieme si program
NIS-Elements. Pomoci klavesové zkratky F10 otevieme pozadovany soubor a dvojklikem
vybereme konkrétni snimek barveny DAPI. Klavesovou zkratkou Tab zobrazime v levé ¢asti
obrazovky interaktivni panel s néstroji a vybereme ikonu ,,tuzky“. Pomoci tuzky potom
ozna¢ime kliknutim levym tlacitkem myS$i jednotlivé objekty (mikrobialni bunky). Pfi
pocitani je jesté nutno zvolit v nabidce na spodni listé¢ funkci méreni poli. Jakmile ozna¢ime
vSechny objekty na daném poli, deaktivujeme pomoci Tab interaktivni levy panel nastroji a
na spodni list€¢ zvolime funkci aktualizovat meéreni. Po zadani této funkce program
automaticky vyhodnoti pocet oznaCenych objekti na daném snimku. VétSinou
vyhodnocujeme 3 opakovani po 20 snimcich, u nichz vypo¢teme pramérny pocet
bunék/snimek. Tuto hodnotu pak dosadime do vzorce (viz protokol DAPI).

POZN.: DalS§im zadanym parametrem byvéd v ekologicky zaméfenych studiich stanoveni
bunécné biomasy (objemu buné€k). I pro toto méteni lze vyuzit snimky barvené DAPI. Po
otevieni snimku je nejprve nutné snimek ,,nakalibrovat®, nebot’ by program pifi méteni pocital
plochu v pixelech. Pro tento tcel zvolime v zakladni nabidce na horni listé ikonu Kalibrace -
Rychla kalibrace, ozna¢ime méfitko na snimku a zapiSeme jeho skutecnou vzdalenost ve
zvolenych jednotkéch (um, mm, cm). Déle zvolime z nabidky na spodni li§té funkci méreni
objektii a z nabidky v levém panelu funkci automaticka detekce. Levym tlacitkem mysi
oznac¢ime jednotlivé buniky na snimku, koleckem mysi pak miiZzeme upravovat ohraniceni
objektt, jez oznacila funkce automatické detekce. Pokud ohrani€eni objektu odpovida tvaru
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bunky, potvrdime pravym tlacitkem mysi. Jakmile oznacime pomoci automatické detekce
vSechny objekty na snimku, na spodni li§t€¢ zvolime funkci aktualizovat méreni. Zadanim této
funkce ziskame pfedem navolené parametry jednotlivych objektt (napt. délka, Sitka, celkovy
obvod, plocha atd.). Program uklada a zaznamendva parametry vSech naméfenych objektd.
Soubor téchto parametri lze pak z programu exportovat do excelu, v némz pomoci
konverzniho faktoru (metodika dle Norland 1993) vypoéteme z naméienych parametri objem
jednotlivych bungk (um®). P zadani celkové mikrobidlni abundance pak také celkovou
biomasu vzorku (uvadi se v pg C na jednotku vzorku). VétSinou vyhodnocujeme alesponn 500
bunck.

Pomoci funkce automaticka detekce mizeme urcit také plochu vzorkl, u nichz je potieba
celkové bunécné pocty prevést na jednotku plochy (tyka se to napt. vodnich makrofyt nebo
kotend strom riparialni vegetace).

2. ZPRACOVANI SNIMKU ,,FISH*

Pro stanoveni podilu buné¢k, nalezejicich k vybranym fylogenetickym taxonim (doménam,
fadtm, tfiddm ¢i druhtim) se pouzivaji snimky barvené DAPI a snimky ziskané hybridizaci s
fluorescenéné znacenymi sondami (FISH). V programu NIS-Elements si nejprve pomoci
klavesové zkratky F10 otevieme pozadovanou slozku a dvojklikem vybereme pozadovany
snimek DAPI, poté si pomoci kldvesové kombinace (Shift + prava Sipka) vytvotime vazbu na
dal$i nasledujici (komplementarni FISH snimek), ktery analogicky vybereme pomoci F10 a
dvojklikem na dany snimek. Mame tedy dvojici - snimek DAPI a jemu odpovidajici snimek
FISH. Mezi timto parem snimkd miZeme libovolné pteklikavat pomoci klavesové kombinace
(Shift + W). Klavesovou zkratkou Tab zobrazime v levé ¢asti obrazovky interaktivni panel s
nastroji a vybereme ikonu ,,tuzky*, pomoci které stejné jako u pocitani celkové abundance
oznacime na snimku DAPI vSechny bunky. Pocet objektli na snimku si zapiSeme. Pomoci
klavesové kombinace (Shift + W) ,,pfepneme* na snimek FISH, pficemz oznacené objekty se
promitnou i na tento snimek. Zde spocitame, jaka ¢ast bun¢k oznacenych na snimku FISH
odpovida buitkdm oznacenym DAPI. Odpovidajici buiiky se musi prekryvat. Ty objekty, které
byly oznaceny na snimku DAPI a neshoduji se s zadnym objektem na snimku FISH,
umazeme. Pro mazani je tfeba pfepnout v levém interaktivnim panelu z funkce FG na BG.
VétsSinou vyhodnocujeme 3 opakovani po 10 parech snimkti. Vypocteme procentudlni podil
bunék pro jednotlivy taxon z celkového poctu DAPI.
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Potfebné vybaveni:

mikroskop Olympus BX 60

pocita¢ s analyzou obrazu NIS-Elements
imerzni olej

Cistici ubrousky na objektiv

studované vzorky
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