Pouziti elektromigracnich technik jako uziteCného nastroje pro

identifikaci mikroorganismu
C9320 Metody biochemického vyzkumu - laboratorni cviceni

Pro separaci biocastic, véetné mikroorganizmi, se jevi v poslednich nékolika letech slibné pouziti
kapilarnich elektromigracnich technik. Tato uloha pfinasi praktické sezndmeni s kapilarni a gelovou
isoelektrickou fokusaci a kapilarni zonovou elektrophorezou se zamétfenim na rychlou separaci a
identifikaci mikroorganismi (MO). Vysledky z elektromigracnich technik porovnejte z vysledky

bézné€ pouzivané metody plynové chromatografie, viz piiloha.

Princip ulohy

Isoelektricka fokusace

Isoelektricka fokusace (IEF) umoznuje déleni amfoternich latek (bilkovin a peptidd), ale i MO podle
jejich isoelektrickych bodu, tj. podle distribuce kladnych a zapornych naboji v jejich molekulach.
Elektromigrace probihda v prostfedi gradientu pH, ktery je tvofen plisobenim elektrick¢ho pole na
smesi amfolyti, jez tvoii nosny elektrolyt této metody. Délené latky (MO) v tomto prostfedi migruji,
dokud nedoputuji do té casti separacniho prostiedi, jehoz pH je rovno jejich izoelektrickému bodu.
Kromé klasickych proteinovych standardd, jsou pouzivané i barevné nizkomolekularni pl markery.

Podle zptsobu provedeni lze isoelektrickou fokusaci rozdélit na:

1) kapilarni isoelektricka fokusace — diet
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Kapilarni elektroforéza

K separaci v kapilarni elektroforéze (CE) dochazi kombinaci vlivu elektroforetické migrace a
elektroosmotického toku. Elektroforetickou migraci rozumime pohyb nabitych molekul v elektrickém

poli:
v=pE,
kde p je elektroforetickd mobilita dané latky a E je intenzita elektrického pole.

Elelktroosmoticky tok je tok elektrolytu zplsobeny nabojem vnitini stény kapilary a aplikovanym
potencidlem. Ve styku s elektrolytem maji silanové skupiny podél vnitini stény kapilary tendenci
ionizovat a vytvaret tak na rozhrani stény kapilary a elektrolytu elektrickou dvojvrstvu. Kdyz se do
systému zavede stejnosmérny proud, kationty v elektrolytu v blizkosti stény kapilary se pohybuji
smérem ke katodé a strhavaji elektrolyt s sebou. Tak se vytvafi elektroosmoticky tok smérem ke
katodé. Kladn€ nabit¢ molekuly dosdhnou katody jako prvni, nebot elektroforetickd migrace i
elektroosmoticky tok maji stejny smér, jako dals$i dorazi k detektoru neutralni molekuly a nakonec
jsou separovany molekuly zaporné nabité. Cas, ktery potiebuji molekuly k pohybu kapilarou, zavisi na
rad¢ faktorti : na délce kapildry, na elektroforetické pohyblivosti jednotlivych molekul, na pouzitém

elektrolytu a na pouzitém napéti.
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Pseudomonas syringae pathovars (P. s. pv.)

Pseudomonas syringae (P. syringe) jsou gram-negativni bakterie, jednim z neprostudovanéjsich
rostlinnych patogentl, ktery miize infikovat celou fadu druhti rostlin a existuje ve vice nez 50 riznych
pathovarech. Mnoho z téchto pathovari byly kdysi povaZzovany za jednotlivé druhy rodu
Pseudomonas, ale pomoci technik molekularni biologie, jako je DNA hybridizace, se ukazalo, ze tyto
jednotlivé druhy jsou ve skutecnosti soucasti druhu P. syringae. Kazdy patogeni kmen je specificky
pro konkrétni druh rostliny, kterou napada. Nicméné je tfeba poznamenat, Ze ne vSechny kmeny
Pseudomonas syringae jsou nezbytné patogenni. Nepatogenni kmeny byly zkoumany jako potencialni
zdroj ockovani pro rostliny, které slouzi jako forma antimykotické 1éCby.

V nasi tloze jsou zahrnuty sbirkové kmeny P. s. pv. syringe, persicae, tomato, morsprunorum, mori a

lachrymans.



Prakticka Cast

Stanoveni Pseudomonas svringe pomoci kapilarni isoelektrické fokusace.

Chemikalie:

deionizovana voda

20 mM roztok NaOH

0,1 M roztok H3POy,

ampholytes, Biolyte, pH 3 — 10

pl markery, pl = 3,3, 3,7, 3,9, 4,0, 4,3, 4,7.
non-ionogenic tenside Brij 35

ethanol

Postup:

Nakultivované Pseudomonas syringae na Petriho miskéch jsou skladovany v lednici. Pro
cIEF odeberte jednu klicku bakterii z Petriho misky a setiete je do ependorfky s 100 pl H20.
To samé provedte se vSemi vzorky 1-12, viz ptiloha.

Do vialek ptipravte katolyt 20 mM roztoku NaOH a anolyt 0,1 M H3PO,. Do kazdého ptidejte
1% (v / v) ethanolu. Pied kazdou injekci je kapilara promyta smési aceton / etanol (1:10) po
dobu 1 min, a poté katolytem po dobu 2 minut.

Segmentové davkovani: vzorek je vstiikovan do kapilary ve tfech Céastech - 1) jednoduché
amfolytické elektrolyty HEPES a ASP (2:1) rozpusténé v katolytu. 2) vzork smési bakterii. 3)
vodny roztoku p/ markerti (25 pg.ml” kazdého) a smés syntetickych nosnych amfolyti: 2,5%
(w/v) Biolyte pH 3 — 10, 5% (w/v) Ampholyte pH 3 — 4,5 a 10% (w/v) Ampholyte pH 2 — 4.
Amfolytické elektrolyty v katolytu davkujte 10 s, vzorek s bakteriemi 5 s, a segment nosnych
ampholytl a pI markert 10 s. Pouzijte stejny postup pro kazdy P. s. pv. syringae, persicae,

tomato, morsprunorum, mori a lachrymans a nakonec smesi vSech bakterii.

Vyhodnoceni:
Urcete isoelektrické body jednotlivych P. s. pv. a porovnejte vysledky s vysledky z plynové

chromatografie uvedené v tabulce, viz ptiloha.



Stanoveni Pseudomonas syringe pomoci kapilarni elektrophorézy.

Chemikalie:

deionizovana voda
tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)
non-ionogenic tenside Brij 35
polyethylenglykol PEG 4000

etanol

Postup:

Nakultivované Pseudomonas syringae na Petriho miskach jsou skladovany v lednici. Pro CZE
odeberte jednu klicku bakterii z Petriho misky a setfete je do ependorfky s 100 ul H20. To
sam¢é proved’te se vSemi vzorky 1-12, viz piiloha.

Pfipravte do dvou vialek zakladni elektrolyt 1.5 , 10® mol L™ Taurine-Tris (pH 8.4),
v elektrolytu jsou dale zastoupeny 0.1% w/v PEG 4000 a 1% v/v EtOH. Pied kazdou injekei
je kapilara promyta smési aceton / etanol (1:10) po dobu jedné minuty, a poté elektrolytem po
dobu 2 minut.

Vzorky P. s. pv. jsou davkovany po dobu 5 s. Pouzijte stejny postup pro kazdy P. s. pv.
syringae, persicae, tomato, morsprunorum, mori a lachrymans a nakonec smési vSech

bakterii.

Vyhodnoceni:
Urcete jednotlivé P. s. pv. a porovnejte vysledky s vysledky isoelektrické fokusace a

zhodnot'te, kterd z uvedenych metod je vhodnéjsi a pro stanoveni P. s. pv.



Stanoveni Pseudomonas syringe pomoci gelové isoelektrické fokusace.

Chemikalie:

deionizovana voda

metanol

kyselina octova

kyselina trichloroctova

glycerol

akrylamid

N,N’-methylene bis acrylamide (Bis)

N,N,N’ ,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED)
amonium persulfat - Merck (Darmstadt, Germany)
ampholytes, Biolyte, pH 3 — 10

non-ionogenic tenside Brij 35

pl markery, pl = 2.0, 2.7, 3.0, 3.3, 3.7, 3.9, 4.0, 4.3, 4.7, 5.3, 6.3
coomassie Brilant Blue R-250 (CBB)

Postup:

Do ependorfky naberte klickou z Petryho misky 50 mg bakterii P. syringe a settete je do 100 ul
roztoku 8% BRIJ 35 a 2% ethanolu. To samé proved’te se vS§emi vzorky. Roztok s bakterii nechte
protiepat na tfepacce pii 30°C po dobo 30 min. Nakonec vzorky centrifugujte 15 min pii 6000
rpm, supernatant piepipetujte do nové eppendorfky (0,1 ml) a prozatim umistéte na led.

Velikost gelu je 125 x 65 x 0,4 mm. Po polymeraci je gel zabaleny na podlozce v plastové folii a
ulozen ptes noc pii teploté 4 °C. Sejméte sklicko s gelem z podlozky a polozte jej sklenénou Casti
na stil. Na spodni ¢ast (10 mm od okraje) pfilozte vzorkovaci Sablonu. Do prvni pozice Sablony
nadavkujte pl markery, dale pak do dalSich pozic nadavkujte jednotlivé vzorky. Po 10 min
sundejte Sablonu z gelu a opatrné piilozte gel se sklem gelovou c¢asti na elektrody do 111 Mini
IEF Cell. Pod dohledem vyucujiciho zapnéte elektricky zdroj nastaveny na hodnoty napéti 400V a
vykon 0,6 W. Po dokonceni analyzy IEF (cca 2 hod) ponoite gel do roztoku kyseliny
trichloroctové (12,5g na 100ml) a methanolu (30ml na 100ml roztoku), po 30 min ptfendejte do
CBB na dobu 2 hodin. Nakonec gel odbarvéte roztokem 50% methanolu a 10% kyseliny octové.
Gely skladujte v 5% kyseliné octové.

Vyhodnoceni:
Porovnejte jednotlivé P. s. pv. mezi sebou a zhodnot'te, zda se daji dobie touto metodou od

sebe odlisit.



Procentuelni uréeni plynovou

Cislo Kmen Pavod chromatografii PI
1 Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 2870 P. syringae 71,7%
2 Pseudomonas syringae pv. syringae Isolate PPBOL 1048 | Not identified
3 Pseudomonas syringae pv. persicae LMG 5184 P. viridiflava 93% nebo P. syringae 90,3%
4 Pseudomonas syringae pv. persicae LMG 5078 P. syringae 35,9%
5 Pseudomonas syringae pv. tomato IVIA 1733.3 P. tomato 74,7%
6 Pseudomonas syringae pv. tomato CCM 7019 P. syringae 93,2%
7 Pseudomonas syringae pv. morsprrunoram CCM 2859 P.s. mori 94,6%
8 Pseudomonas syringae pv. morsprrunoram CCM 2860 P.s. mori 95,7%
9 Pseudomonas syringae pv. mori IVIA 1003.1a P. s. syringae 74,6%
10 Pseudomonas syringae pv. mori CFBP 1642 P. s. syringae 88,7%
11 Pseudomonas syringae pv. lachrymans CFBP 6465 P. s. syringae 75%
12 Pseudomonas syringae pv. lachrymans CCM 2857 Not identified







