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Kopsavilkums

Izmantojot dazdus gaismas mikroskopijas veidus, vaititpaugu &nu strukiiras.
Svailgi ir noskaidrot 8nu organellu savstagm novietojumu, jo tas dod ie§p spriest par
Sanu organellu funkcim un nozmi Sinas daves cikh.

Darba nerkis bija noskaidrot, kur§ no gaismas mikroskopijasdiem — gaid lauka
mikroskopija, fluoresceatmikroskopija vai konfokla lazera mikroskopija — ir piednotakais
kodola un hloroplastu mijiedaitbas @tiSanai. Lai to noskaidrotu, tika gatavoti tabakaata
kartupgéa bumbla un izottu organellu prepati. Tie tika Etiti ar visiem ieprieks
piemirgtajiem gaismas mikroskopijas veidiem. idégs atélus analizja ar divam
programnam: LCS Liteun WICF ImageJ

Darba ga# tika noskaidrots, ka fluoroforu — GFP un hlorofta ko lokalizcijas
petiSanai pierarotakais mikroskopijas veids iaitera konfokla mikroskopija. Atéli, kas tika
iegati ar gaid lauka mikroskopiju un fluorescento mikroskopijiedeva piligu priekSstatu
par organellu uzbvi. Telpiskie atgli, kas tika ie@ti ar konfolalo lazera mikroskopu, deva
pilnigaku vizualo informaciju par fluoresgjoso strukiiru savstargjo novietojumu, & af 3D
atilus vagja izmantot dlakai datu anakei.

Darba laild tika nowerots, ka izattos kodola — hloroplastu kompleksos GFP ir ko
lokalizets ar hlorofilu. & ka GFP &na ir lokalizéts kodola apvalk tad var seciat, ka kodols
ir cieSi saistts ar hloroplastiem. Gitpétjjuma ar propdija jodidu (PI) iekiasoja kodola
nuklanslabes. Bc apskates konfakaja lazera skegjosa mikroskop vargja nowerot, ka Pl
fluorescence grklajas ar hlorofila fluorescenci. Tas liek datka hloroplasti ir cieSi saisi
ne tikai ar kodola apvalku, betiar kodola nukleoplazmu.

Darbs izstidats laika posra no 2010. gada septembrdd 2011. gada maijam.

Atslegvardi: gaismas mikroskopija, konfald lazera skegosa mikroskopija,

fluorescent mikroskopija, gai& lauka mikroskopija, kodola — hloroplastu mijiecidn



Abstract

We can research plant cells structures with variiglst microscope modifications.
Cells mutual location is important to know becaiiggves option to reason about organelles
functions and meaning in cell life cycle.

Paper purpose was to know which light microscopelifitation — light microscope,
fluorescent microscope our confocal microscope -thess best to research nuclear and
chloroplasts interaction. So as to know it, tabdead, potato parings and isolation organelles
preparation were prepared. Those were researchidalilight microscope modifications.
Images were analysed with two programiSS LiteandWICF ImageJ

In work was established, that confocal microscapthé best microscope modification
for GFP and chlorophyll co localization researchght microscopy and fluorescence
microscopy images did not give detailed conceptuabmwganelles formations. Confocal
microscopy 3D images give detailed visual informatabout fluorescent structures mutual
location and 3D images could be used for furthéa daalysis.

In work was belated, that GFP and clorophyll ardamalization in isolated nuclear —
chloroplasts complexes. GFP is localized in nuckaselope. It means, that nucleus is tigtly
bound wit cloroplasts. Other research nuclear mseeids were colored by propidium iodide.
In confocal microscope propidium iodide fluoresaoovered with chlorophyll fluorescence.
It means, that chloroplasts are tigtly bound noly amuclear envelope but with nucleus
nucleoplasma, too.

Work was done in period from September 2010 to Ri2Zl1. gada 25. maijs

Key words: light microscopy, confocal microscopyyorescent microscopy, light

microscopy, nuclear — chloroplasts interaction.



levads

Hloroplastos veidojas svgas biomolekulas — dlgdrati, protani, taukskbes,
nuklenskabes. Tie piedak af sra un sipeka savienojumu veidoSanaskorbnskabes un
augu hormonu biosiatg, ka af citu sekundro metabatu veidoSanas procasgJung H. S. et
al. 2009) Hloroplasti, izmantojot vieal§as izejvielastdeni, ogskabo dizi, neorganiskos
elementus), razo svgas produktus, kas ir izmantojami hrotehnolgjja.

Kamer hloroplasti ir augu ifha, sinteztas vielas tiek izmantotasiSas un visa auga
dzvibas procesu nodrodanai. Lai hloroplastu sintéetos produktus iegu, nepiecieSamas
tos izoEt no dinas. Izotjot hloroplastun vitro, to davotsgEja strauji samaziis. Lidz ar to tie
klust nedeigi biotehnolgiskam vajadzbam.

Vairaki autori — Selga T., Kwok E. Y., Hanson M1d2 Sim ir noerojusi, ka hloroplasti
guna var veidot fiziskus kontaktus ar kodoluadS organellu awvoklis vagtu nodroSiat
hloroplastu dwotsgEju in vitro.

Hipotéze: Mehaniski apstidajot tabakas lapadifas var izdat kodola — hloroplastu veidotus
kompleksus.

Darba merkis: apdit gaismas mikroskopijas metodes, laiifu izolétu hloroplastu — kodolu
veidoto kompleksu uztvi in vivounin vitro.

Darba uzdevumi:

1. Analizét pieejamo literatru par daZdu gaismas mikroskopu uxdd un funkciam,
hloroplastu dwotsgEju in vitro, iesggjamo kodola — hloroplastu kontaktu.

2. Saldzimat dazdos gaismas mikroskopijas veidus un &it& to trikumus un
priekSrogbas.

3. Nowerot un izgtit hloroplastu un kodola formu un savs&op novietojumu pc
mehiniskas apstides izmantojot iegos atélus.

4. Veikt statistisku a@lu apstadi programms Leica Confocal Softwear Lite un WCIF
ImageJ, lai noteiktu hloroplastu un kodolu mijigaibu.

5. lzvértet gaismas mikroskopijas metodes tighm

6. Noteikt pientrotako metodi gtamo objektu ko lokalizcijas noteikSanai.



1. Literatiras apskats

1.1. Mikroskopija

1.1.1. Gaismas mikroskopa dalias pamatprincipi
Gaismas mikroskops ir optiska iee, kuf, izmantojot gaismas Mus, veidojs

palielinats, rels, apgriezts adts, kas tiek projiets uz acsikleni vai citu attlu veidojosu
ierici. Attéla veidoSana piedahs divas galveis mikroskopadcu sistmas — objekt/s un
okulars. (Murphy 2001)

Mehanisms, Kda gaismas \qhu kusiba Ecu sistma veido atélu, skaidrojama ar
geometrisis optikas patzibu. Visseak pazstami ir gaid lauka mikroskopi, kuros paraugs
tiek apgaismots ar balto gaismu. (Abramowitz 2003)

Kvalitativa attla iegiSanu 8kotrngji nodroSina labs apgaismojumsadu 1893. gaal
izveidoja Augusts Koehlers. lzveidojot noteiktu moigkopa &cu sistmu, kuf ietilpa
kolektora Eca. Tas samazijm optisko atsplumu no gaismas avota un nodr@fn
vienmerigu parauga izgaismojumu. (Murphy 2001)

Gaismas \lhi, parejot no vienas vides @it mainaatrumu. (Abramowitz 2003) Bait
gaisma sadt no visu tfs pamatkisu gaismas Wiem: zilas, zds un sarkanas dgas
gaismas. (Murphy 2001)alka katras kiisas gaismas Mii ir ar noteiktu garumu, tad &tgigi
mairas to atrums atgirigas vidks un staru lauSanasnl@s. Tas noung, ka visas kisas
gaismas stari g izieSanas caurigtai nekrustajs viera fokusa®. Sis fakts ir hromatisko
abefciju veidoSaas pamat. Hromatiskis abeiicijas var atpait ka krasainus oreolus ap
objektiem. (Abramowitz 2003)

Eksist ai sferiskas abei#cijas. Tas saisitas ar at§irigu gaismas staru noliekdanlenki
dazdos atilumos no &cas centr. Gaismas stari, kas iet caugcas centram ir padl un
nenolie@s, bet gaismas stafidas periérija nolieas loti strauji. Rezulita visi gaismas stari
nekrustojs viera fokusa, un tas ir iemesls, akic] redzes lauka mad ir neskaidrs adts.
(Murphy 2001) Lai no#rstu daZda veida abacijas, tiek veidotas etu sistémas.
(Abramowitz 2003)

Attéla veidoSanos gaismas mikroskopodroSina parauga §p absorbt gaismu,
gaismas \lhu difrakcija un interference. (Lackie 2010) Difrgkc ir gaismas \nu
noliekSams ap gersli. Difrakcija parasti izraisa interferenci. (D#th 2009) Interference ir
divu vai vaigiku vilnu parklasaras. Konstrukiva interference ir tad, kad i parklajas vier

faze. Pilniba sakit gaismas \hqu virsotnes, tie sumgas un veidojas gaiSa interferences aina,

! Fokuss — punkts, kakkrustofs cauri optiskai sigtnai izgijuSie gaismas staruik. (Abramowitz 2003)



gaiSs atils. Vilnu parklaSanos daidas fazés, sauc par destrdlb interferenci. (Halpern
1998) Interferences aina ir tum3a. So amému izmanto arfazu kontrastu mikroskogij kas

lauj petit loti gaiSus un parastajgaismas mikroskogj nesaskaimus, nekisotus, dmwus

objektus. (Alberts 1991)

Gaismas stariem virzoties cauri paraugam notiekkged baltis gaismas absorbcija,
kas atkaiga no objekta ksas un hiuma. Sis process nodrodinasaina agtla iegiSanu.
(Abramowitz 2003) Visas ksas iedala pozitajas krasas, kas veidas dazdu vilnu garumu
kombiraciju rezul&ta, un negavajas krasas, kas rodas specifiskas, noteiktunui garumu
absorbcijas @. (Murphy 2001)

Pasau ir daudzi mikroskopiski objekti, kas satur \&kirka 70 %tdens no sava svara.
Sados objektos gaismas staru absorbcijdoli lidziga K aplartsja vide, tadel gaismas
mikrosko@ tos nav iesgjams nowrot. Tapéc lieto spedilas organisks krasvielas, kas
specifiski saigts ar noteilkdm vielam &inas iekSied un maina to sju absorlst gaismu.
(Alberts 1991)

1.1.2. Gaismas mikroskopa optigkisema
Objektvs

Objektva galveis funkcijas ir sakopot no parauga virzoSos gaisstass un projiet
uz okubra lecas pretzu, ralu, palielinatu, apgrieztu attu. Objekiva kvalitati nosaka i Iecu
sisema. (Murphy 2001) Atkaba no &, ka Iécu sistma vada gaismas starus un cikalielera
novers dazdas abeicijas, objekivi tiek iedaiti vairakas grugas. ( Davidson 1999)

Ahromatiskie objekivi samazina sarkas un zihs gaismas hromatigk abeicijas.

(Abramowitz 2003). Tas skaidrojams ar obje#itlecu sisemas spju apvienotu viea fokusa
zilas gaismas wus ar garumu 486 nm un sarkangaismas Wus ar garumu 656 nm.
(Murphy 2001) & ka objekivs neveic zlas gaismas hromatisko abeiju, aplart atlam var
veidoties z& oreols. (Davidson 1999) Objekt izlidzina dzelteni Zas gaismas sfiskas
abefcijas. Lecu sistma ir piengrota, lai skatos objektu maksimums 30 — 40 reizu diel
palielinajuma. (Murphy 2001) Lai iegtu lakikas kvaliites attlu, jalieto zdas gaismas filtri
un fotomikrogéfij a ieteicams veidot melnbaltu &lti. (Abramowitz 2003)

Labakas kvaliites ir fluoida jeb semi-apohradtiskais objekivs. Ta Icas satur dago

vai singtisko fluofidu. (Abramowitz 2003) Fluora mataliisamazina kisu izkliedi (Murphy
2001) un labk nowers optiskis abeicijas. (Davidson 1999) Flutata objekivs nowrs zilas un
sarkams gaismas hromatisk abeicijas, k ai zilas un z#s gaismas sfiskas abeicijas.
Semi-apohroritiskais objekivs ir piengrots fotomikrogéfijai baltas gaismas spelktr(gaid

lauka mikroskop#). (Abramowitz 2003) Sadzinot ar ahroritisko objekivu, Sim ir daudz



augsiika izkirtspeja (Davidson 1999) uratmaksinala skaitliska aperaira ir 1,3. (Murphy
2001)
Vislabakais ir apohroratiskais objekitvs. (Abramowitz 2003) Tie var sastt pat no 12

dazdam Iecam. (Murphy 2001) Tas veietru kiasu — tumsi zilas, zilas, s un sarkanas —
hromatiskis abeicijas, la af tris kiasu — tumsi zilas, zilas un [z& — sfriskas abeicijas.
Apohronitiskie objekivi nodroSina visliglko palielirajumu un skaitlisko aperatu.

Visi iepriekS apskatie objekivi nodroSina pietiekami labu paliefijumu, bet to
veidotie ateli ir izliekti. Tadg] ir izveidoti objekivi, kas nodroSina plakana &t iegiSanu.
Tos iedalaidzgi ka iepriekS apskatios objekivu tipus: plaarais ahroratiskais objekivs,
plararais semi-apohroatiskais objekilvs un plaarais apohroratiskais objekivs.
(Abramowitz 2003) Visladko at€la kvalitati var parakt ar plararo apohroratisko objekivu,
kura skaitlisla aperaiira ir 1,4. To parasti lieto fluoresceritanikroskopip, jo &di objekivi
nodroSina ultraviolés gaismas staru caurlaid. (Murphy 2001)

Visus objekivus iedala digs lielas grug@s — sausie un imersijas objskt Saug tipa
objekfivos starp objekva frontlo lecu un segstikiia augsjo virsmu atrodas gaiss, bet
imersijas objekt/os starp objekta lecu un priekSmetstikdiu ir ievietota kda vide ar lietku
gaismas lauSanas koeficientu. (Abramowitz 2003)

Uz objekiva korpusa parasti ir nadfiti visi svafgakie objekivu raksturojoSie
parametri: objelkva razoijs, objekiva veids atkaba no optisks korekcijas, palieliiums,
skaitliska aperaiira, imersijas vide, tubusa garums, segstikla biezu@ai var kit noradita
speciila informacija par daZdiem optiskiem rekvitiem, un atilums starp objekta fronglo
I&écu un segstkla aug® virsmu. (Davidson 1999)

Objekiva palielirgjums

Objekiva palielirajums ir skaitlisks lielums, kas ramta, cik reizes objekis palieliris
patieso objektu, bet tas neada mikroskopa kago palielimjumu. Mikroskopa
palielinajumu iedist sareizinot objekta un okudra palielirgjumus.

Stradajot ar neliela palielijuma objekiviem, starp objekta lcu un segstikiiu ir
gaiss, bet izmantojot 100x paliedjomu tiek lietota noteikta imersijas vide. Katrgektivs ir
piermerots noteikta veida imersijas vielai, kas tiek auita uz objekiva ar noteiktiem
simboliem un kisas kodu. (Abramowitz 2003)

Skaitliska aperaiira

Skaitliska aperaiira ir skaitlisks lielums, kas raksturonle, kada gaismas stari kr uz
objektu. (Davidson 1999) Skaitlisko apeirat (N.A.) apekina ec formulas: N.A.= n * sin,
kur n — gaismas lauSanas koeficients videi, kasdas starp segstikia virsmu un okulra
frontalo Iecu, a —1/2 no lekiskas aperatras. (Abramowitz 2003) Ja starp priekSmeta siikli
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un objektva frontlo lecu ir gaiss, maksiata N.A. = 1, jo gaismas lauSanas koeficients ir 1
una < 9¢°. (Alberts 1991)

levietojot starp segstikliu objekiva lecu imersijas vidi ar liaku gaismas lauSanas
koeficientu, var palielifit objekiva skaitlisko aperatu. Visbiezk lieto imersijas Bu.

Skaitliska aperaiira ietekng objekiva iz&irtspéju un redzes lauka deimu. Jo lieika ir
skaitliska aperaiira, jo liekka ir objekiva iz&kirtspeja. Skaitlisla aperaiira s\arstas no 0,04
lidz 1,4 plan-apohroatiskajiem objektviem. (Abramowitz 2003) Pielietojotllas imersijas
plan — apohroitiskos objekivus var sasniegt skaitlisko aperat 1,5. Daziem objektiem,
kas tiek lietoti fluorescent@dj mikroskopi, objekiva ir iemontta irisa diafragma, kas
palielina skaitlisko aperatu. Uz &idiem objekiviem ir no&dits spedcils makgums —I, Iris
vai W/lris. (Davidson 1999)

Iz8kirtsp gja

IzSkirtspeja ir skaitlisks lielums, kas nada mazko atdlumu, kada var saskat divus
punktus un tie nesapdt viera objeké. Skaitliski izkirtspeja ir atkaiga no absorias
gaismas \ha garuma un skaitliak aperatras. (Abramowitz 2003)

Lateralo iz&irtspeju objekta plaka pa ,xy” asi nosaka difrakcijas ainaadrezuléta ap
gaismas punktu veidag izplidusi, gaisi mki (Airy disk9, kas samazina iggtspeju. (Spring
et al. 1997. cit. pc Claxtonet al.2006) Materatiski izkirtspeju (d) pa ,xy” asi apgkina:

d= % , kurA — absorbtas gaismas ¥a garums, N.A. — skaitligkaperaiira.

(Abramowitz 2003) Jo skaitliskais lielums d rakg, jo izkirtspeja ir augsika. (Wallace
2010)

IzSkirtspeju pa objekiva ,z” asi, kas ir perpendikéa parauga ,xy” asn, apgkina pec
formulas: d = 2n/(N.A)?, kur n — gaismas lausanas koeficients imersijas videnalzas
formula nosaka fakts, ka difrakcijas aina pa objektasi nav sfiska, bet ogla. (Wallace
2010)

Teoftiski mazikais objekts, ko var apskaitgaismas mikroskap kad gaismas ina
garuma 488 nm un N.A.= 1,4, ir 0,2 mikrometrussliph ,xy” asi un 0,4 mikrometrus pa ,z”
asi. (Murphy 2001) Tas saits ar to, kaisakais redzams gaismas ¥ha garums ir ~ 0,4
mikrometri, bet praktiski lieéka skaitliska aperaira - 1,4. (Albert 1991)

Praktiski iz&irtspeja ir mazka. Atkafba no palielirifjuma, skaitlisles aperatras un

imersijas vides, fokas plaknes dzims ir variabls lielums (1. tabula).



1. tabula
Redzes lauka diaims atkafba no palielingiuma un skaitliskis aperaiiras. (Spring K.
R. 2010)
TABLE 1.
Depth of Field versus Magnification and Numericalp®erature.(Spring K. R. 2010)

Magnification Numerical aperature Depth of field WT‘ )
SR e Redzes lauka dzims
Palielirgjums Skaitliska aperadtra (um)
4 X 0,10 15,5
10 x 0,25 8,5
20 x 0,40 5,8
40 x 0,65 1,0
60 X 0,85 0,40
100 x 0,95 0,19

Objekiviem ar lielu skaitlisko aperatu un palielimjumu ir saidzinoSi neliels fokusa
dzilums. Tas Bbtiski samazina sju ar mikroskopijas padizibu pEtit mikroskopiskus,
telpiskus objektus. Pietram, [@tit hromosomu novietojumu mitdzar parasto gaismas
mikroskopu irloti griti, jo hromosomu iziers parsniedz fol&las plaknes diumu, adgjadi
viem optiska griezuna nevar saskétvisu hromosomu un noteikt to formu. (Czepulkowski
10/2000)

Okulars

Okulars darbojis ka lupa, kas sakopo gaismas starus, kKisnmo objekiva un veido
realu palielinatu at€lu. (Abramowitz 2003) Okidfu parasti kombi& ar objekivu, lai pamaktu
lielaku kogEjo atkla palielirsjumu. (Davidson 1999)

Atkariba no kcu un diafragmas savstap novietojuma, okuirus iedala digs grugs:
Ramsden (pozia) tipa un Huygenia (negat) tipa okukri.

Ramsden tipa okaitos [ecu sisEma ir savienota vienatsisEma un atrodas virs okata

fiksétas diafragmas. Tasuj maint atalumu starpdcam un diafragmua, lai projictais atéls

sakristu ardcas fokusu. Btipa okubiri ir piemgroti labas kvalites objekiviem.

Huygenia tipa okdlri parasti ir veaku tipu mikroskopiem. Siem okiriem okubra
fikséta diafragma atrodas starp dm Iccam. Diafragma veido atrumu, kuru var sasket
skatoties mikroskap (Abramowitz 2003) Negata tipa okukrus parasti lieto kap ar
ahronatiskajiem objekitviem, kam palieligjums ir no piegm Ilidz 40 reizm. (Davidson
1999)

Izveloties okukru, svargi ir divi parametri — palieliiljums, kas nadits uz okudra

korpusa, un redzes lauka diametrs, kasst#is no 18 mm — 26,5 mm. Redzes lauka diametru
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nosaka okura fiksitas diafragmas atvums. (Abramowitz 2003) Okada palielirsjums
parasti ir no pieam lidz 25 reizm. (Davidsons 1999)

Kondensors

Kondensors atrodas virs apgaismojuma lampas zeraktabj (Abramowitz 2003)
Kondensors sakopo gaismas starus, kdsnmo apgaismojuma avota, un palavirza uz
objektu &, lai tas vigs viets tiktu apgaismots ar viedu intensiiti. (Davidson 1999)

Kondensorus iedala vakas grugs atkatba no korekcijas paipes. Vienkrsakais un

Iétakais ir Abbetipa divu Ecu kondensorslzmantojot spilgtu gaismu, kondensors nemazina

sferiskas un hromatisks abeicijas, de] ir piemerots mikroskopiem, kam ir neliela skaitlisk
aperaiira un korekcijas iegpas. Ar $ida tipa apkojumu nevar veikt augstas kvatis
petijumus. (Abramowitz 2003)

Ahromatiskais kondensorsamazina hromatigk abeficijas. Ta skaitliski aperaiira ir

0,95. Lieto saustipa objekitviem. Var lietot gan melnbaltu, ganakainu atlu veidoSanai.

Aplanatiskais kondensorsamazina sfiskas abe#cijas zdas gaismas ¥hu diapazoa.

Nemazina hromatigis abefcijas, &de] vislakekos at€lus var ie@t pielietojot melnbalto
fotomikrogafiju. (Davidson 1999)

Vislabakais ir aplagtiskais — ahroritiskais kondensorsTas ir piemdrots augstas

kvalitates @tijjumiem, jo nodroSina gan&fsko, gan hromatisko al@miju korekcijas. Uz 8
tipa kondensoraits nofdits gan i korekcija, gan skaitliskaperaiira.

Liela noZme kondensora daiias principos iririsa diafragmai. T atrodas zem
kondensora vai ir iemogta korpud. (Abramowitz 2003) Mainotrisa diafragmas atvumu,
maina gaismas staru kvantu daudzumu, kagusolkondensoragtu sistma un flak caur
paraugu noik objekiva. Irisa Diafragma nodroSina &t kontrastu un redzes lauka ldmnu.
(Davidson 1999)

Kondensora iz&le ir cieSi saigta ar objekiwva kvalifati. Ja lieto objekwus, kuru
palielinajums ir lidz ¢etram reizZm, tad ir pnoskiivée kondensora augf Ieéca vai ar jalieto
kondensors afflip-top Iecam. Ir pieejami ar specili kondensori, kas parediz nelielu
palielinsjumu objektviem, fazu kontrastu mikroskopijai, tur@sSlauka mikroskopijai,

polariZtas gaismas mikroskopijai un interferences mikrosjopiAbramowitz 2003)

1.1.3. Fluorescent mikroskopija
Fluorescentais mikroskops ir gaismas mikroskopsia kggistre monohromatisku

gaismas \lhu ierosimtu parauga fotoluminiscenci. Parasti tiek lietoltaavrioleta gaisma, kas
izraisa gaismas Mkiu emisiju redza@s gaismas spekitr(Murphy 2001)
Eksist divas fluoresceas mikroskopijas metodes. Caurstasogaismas fluorescences

mikroskopip paraugs tiek apstarots cauri kondensacail un emittie gaismas \hi norak
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objektva. Gaismas stari neiet cauri emisijas filtraauct veidojas liels fona sigits. (Albani,
et al. 2008) Epi — fluorescentces mikroskapparaugs tiek apstarots cauri obje&m ar
noteikta garuma gaismasinem. (Lackie 2010) To nodroSina izejosais filtrs emisijas
filtrs. (Albani, et al. 2008)

Ar fluorescenis mikroskopijas padizibu var g@tit tikai tas parauga das, kas s
luminisct noteiké vilpa garuma diapozan Fluorescenci nodroSina molekulas, kas alisorb
isakus, bet emit gaskus gaismas Wius. (Alberts 1991) &laipa3ba pientt fluoroforiem
(Tsien 2005) jeb fluorohromiem (Davidsons 1999) drtdori ir atomu grupas vielas
molekuk, kas spj absorlgt gaismas \ihu enegiju un \elak to izdait fluorescences veid
(Cammacket al. 2008) Molekulu luminiscenci sauc par sekamdfluorescenci. (Davidson
1999) Fluorofori specifiski saisd ar biolgiskajgm makromolekdm un tda veida norada uz
to atraSams vietu. PlasSi pagstami fluorofori ir profdija jodids, rodarmmns, z3ais
fluorescentais protas (GFP), fikobiliprotens. (Tsien 2005) Pragija jodids kiso nedanu
sinu nukl@énskabes un emit oranzas Kisas gaismas starus. (Patel 10/2000) #igpjodida
absorbcijas maksimums ir 340 nm, bet emisijas malksis 600 nm itz 610 nm.
(Czepulkowski 10/2000) Zitniskos @tijumos plasi pielieto GFP. (Stephens, Allan 2003)
GFP $ina lokalizets pie plazmatisis membi&nas, endoplazmatiskajikla, ciesi pie kodola,
ka aif kodolinos. GFP absorbcijas maksimums ir 488 nm, beteginigaismas max - 507 nm.
(Cutler 1999)

Svaiiga ir autofluorescence. (Tsien 2005) Autofluoreseen paédiba, kad dazas vielas
spej fluores@t nepiesaistot fluoroflorus. (Lackie 2010jsSvielas dve af par endogniem
fluoroforiem. Ka labu endogna fluorofora piendru var mirgt hlorofilu a, kam gaismas
absorbcijas maksimumi ir pie 440 nm un 660 nm, lanofilu b, kas absobgaismas \lhus
pie 640 nm un 460 nm. Hlorofilam raksiga emisija ir pie 660 nmdz 678 nm. (Vikmane
2011) Pie endagiem fluoroforiem pieskaita aredu&tos piridna nukleoidus — NADH un
NADPH - , kas absomoultravioleis gaismas wus. (Tsien 2005) Autofluorescence var
sagidat grutibas stidajot ar fluorescento mikroskopu, jo en@oge fluorofori emit tadus
pasSus gaismas yus Ik fluorofori, kas lietoti k& fluoresceris kiasvielas. (Lackie 2010)
Zinatniskos g@tijjumos plasi pielieto Za fluorescento protau (GFP). (Stephens, Allan 2003)
Visbiezak izmanto GFP, kura absorbcijas maksimums ir 488 lmeh emigtas gaismas max -
507 nm. (Cutler 1999)

Emitétie gaismas Vi virzas cauri objeRivam uz otru optisko filtru, kas nodroSina tikai
emiteto gaismas \mu caurlaidbu. Tas nodroSina spozsédt veidoSanos uz melna fona. (Yu
et al.2006)
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Ka fluorescerts mikroskopijas priekSr@lsas var miat predzus olbaltumvielu
lokalizacijas, jonu konceniicijas un citu vielu ptijjumus dzvas §inas. (Yuet al.2006) Davu
Sinu Etijumi dod iespju petit protanu un olbaltumvielu ietekmi uztBas augSanu un
attistbu, iek3$inas reguicijas procesiem. (Stephens, Allan 2003) Izmantajitavioleto
gaismu, dwas $inasatri iet boja. Tas saigts ar to, kasi gaismas Vi satur lielu eneiiju,
kas sarauj kovoleas saites un veido iwos radikilus. Tie savult denatug biologiskas
makromolekulas. (Murphy 2001) Lai paildzto un stabiliztu Sinu davotsgju, janodroSina
konstanta temperaia, mitrums un ogldl (IV) okdda daudzums. Katrantu$u tipam mitie
parametri ir saddaki.

Galvenolart, lai pec iesgjas ilgak saglalatu Sinu  davotsgeju, jasamazina
apgaismojuma ilgums un interié. Tadel nepiecieSams jaugs detektors, kas gpregistret
zeniku fluorescenci. SamazinotaieKa piekuvi Sinam, var samazit radikalu veidoSanos
sanas. (Stephens, Allan 2003)

Fluorescert mikroskopija ir pierarota af nelielu fluoresgjoSo molekulu
identifikacijai, jo sggj deteket loti nelielus vielas daudzumus - 50 molekulas umwie
kubikmikrometru. (Davidson 1999)

Izmantojot fluorescento mikroskopiju, var apskatptiskos griezumus, kas ir 50 vai
vairak mikrometrus biezi. (Sandisaat al. 1994 cit. gc Claxtonet al.2006

Ka trakumus var miat limitgtu izirtspeju, kas parasti ir 0,25 mikrometri pa ,xy” asi
un 0,4 mikrometri pa ,z" asi, ja skaitliskaperaiira 1,4, un, apstarojot objektu ar augstas
enegijas gaismas wiem, ar laiku iegijas fotobaloSana — fluorofori papeniski gaismas
staru enetijas iedarlbas rezulita zaud sgEju fluores&t. (Yu et al. 2006) Ja paraugs ir
biezaks par diviem mikrometriem (Lichtmann 1994 citecpClaxton et al. 2006, tad
sekundra fluorescence, kas veids no objekta emdtajiem gaismas Wiem, biezZi veido
trok&ius un samazina ikBtspeju. Tas veido maliju fokalo plaknf. (Wilson 1989 cit. pc
Claxton et al. 2006) Iz&irtspeju un ateéla kontrastu mazina arcauri objektam pistoSais
gaismas stars, kas ir nepietiekami sakonéentOkubra vai detektod norek afm gaismas stari
no fona. Tie veido atta neprecizites. (Wright 2002 cit. g Claxtonet al.2006)

Biologisku objektu ptijumos svaiga ir telpisku (3D) aflu rekonstrukcija. Telpiskus
atlus var ie@t ar optiskiem skeneriem. Ar programmasigabu, pakipeniski skegjot
paraugu, iegst telpisko informaciju skaitliska koda vei Parveidojot kodto informaciju,
veido 3D attlu. Sada telpisku aflu iegiSana ir kvalitava, betloti darga un gati pieejama.
(Chiari Y. et al.2008)

2 Fokala plakne — vertikla plakne, kut atrodas foklais punkts. (Abramowitz 2003)
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Telpiskus mikroskopisku objektu &liis var ie@t izmantojot parasto gaismas
mikroskopu un digitlo kameru. Veidojot vaiikus setgus objekta attus pie daidiem
fokusa dZumiem, ie@st setgu atElu sisemu. AtElus apstidajot attieagas

datorprogramris iedist telpiskus objekta rekonstrukciju. (Niederésal.2003)

1.1.4. lazerskergjosa konfokala mikroskopija
Lazerskegjosa konfokala mikroskopija ir nmnuisdienu kvalitavakais optisks

mikroskopijas veids. Izmantojot konfalk mikroskopiju, var apsk#t dzivus un fikgtus
paraugusitiz pat 100 mikrometrus biezus.

Konfokalaja mikroskopip saidzinot ar caurstaroj@s gaismas mikroskopiju var regtil
redzes lauka diaimu, samaziit vai pilriba nowerst fona ietekmi uz redzamo &tt, ka an
veidot bieza parauga optisko griezumgrijas. (Claxtonet al. 2006) Optisko griezumu
biezums s&rstas no 0,5 — 1,5 mikrometriem. (Sandison 1994 it @Glaxtonet al. 2009
Redzes lauka dzimu nosaka gaismas sidm un fonu trok§u attieGba, K& an fona
intensitte. (Guthoffet al.2009)

Saldzinot atélus, kas iedti ar tradicioralo fluores@&josSo mikroskopiju un konfako
mikroskopiju, tie ir daudz kvalitataki. (Wilson 1989 cit. pc Claxtonet al.2006)

Lazers emi& gaismas starus, kas cauri gaismas avota pinhetuatam noak uz
parauga un izraisa parauga gaismas emisiju. daenigaismas stari cauri obj@ekam,
dihromatiskajam spogulim un detektora pinhola @timam noak detektodi, kura tiek
uztverts fotonu raidais sigals un prveidots elektriskaj sigrala. (Stelzer 2000) (1.
pielikums)

Paraugs tiek skets paratli optiskajai asij (z ass) un horizatdja plakre ( x un y asis).
(Lichtmann 1994 cit. ¢ Claxtonet al. 2006 Mikroskops ir iestdits &, lai detektors uztver
gaismas starus tikai no faliés plaknes. (Gutho#t al.2009)

Attela kvalitati nosaka vaiki konfokala mikroskopa aparatas iestajumi: lazera stara
linija un intensite, ska@Sanas atrums, sprieguma lielums, pinhola atms, attla

tuvinajums, emiétas gaismas gastracijas diapozons.

1.2 Tris dimensioralu attelu analize
Attelus, kas veidoti ar konfako lazera skegjoSo mikroskopu, var analiz izmantojot

fluorescences intengtt. Lai at€lu anaize ir kvalitalva, ir jaievero tas, ka uzlabojot a@ta
kvalitati péc ta izgatavoSanas, var maties ieditie rezulfiti. Attélu anaizei vispiengrotakie ir
negarveidoti ateli.

Attélu analzi var veikt ar kvalitayzam un kvantitaivam meto@m.
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1.2.1 Kvalitatva analize
Visvieglaka metode, & noteikt divu kisas kaalu ko lokalizciju, ir vizuals

nowertejums. Viet, kur sapiidis sarkaas un zéas kiasas kaali, veidosies dzeltenas dsas
piksdi. ST metode irloti vienkar3a, bet juga pret atilu kvalitates uzlabojumiem. Fiemesla
del, kvalitatvas ko lokaliacijas noteikSanas metodes ir ieteicams pagitdirar

kvantitaivajam meto@m. (Collins T. 2006)

1.2.2 Kvantitaiva metode
Kvantitaivas andizes metodes itoti daudzveitjas. Misdieris s parasti veic ar

pielagotim datora programam, kuras balés uz materitisko algoritmu Bzes. Biezi
pielietotas metodes Bcatter plot(iegast kiasu kanalu sadaljuma grafiku), Frsona krigrija
koeficienta (Rr) noteikSana, @a nosedzoSais koeficients\erlap coefficientkatram kisas
karalam atseviki (k1, k2) un summiri (R), ko lokalizcijas koeficients katram &sas
karalam (M1, M2), intensites koreicijas koeficients (ICQ). (Smallcombe A. 2001)
Vizualizet fluorescences intensies nerjjumus un veikt agkinu var izmantojot dadas
programmas, pieénam, ImageJ. (Collins T. 2006)

Pirsona korelcijas koeficients ir aditajs, ar kura patlzibu kvantifie¢ korekcijas
daudzumu balstoties uz fluorescences intatnsiPirsona koeficients @vstas no viensidz
minuss viens. Viens atbilst piljai ko lokalizcijai, bet minuss viens — ko lokalizija nav
noverojama. Nulle atbilst nejauSai ko loka@jai. Negatvas Rrsona koreicijas koeficienta
vértibas nav adelkdti vértet. Pirsona koeficientu apkina Ec formulas, balstoties uz divu
krasas kaalu fluorescences intenstt.

Sumnarais ddgji nosedzoSais koeficients @gtas no nullesidz viens. Viens nada uz
pilnigu ko lokaliaciju, bet nulle — ko lokalizcija nav nogrojama. Nosaka tad, ja pikse
skaita attietha abos krsu kanlos ir ~1.

Dalgji nosedzoSais koeficients katranagas kadlam atseviki ir ]oti jutigs uz parauga
baloSanu un ak&igu fluorescences intensit

Ko lokalizacijas koeficienti nosaka,akla méra viens késu kanls parsedz otru kisas
karalu. S metode irloti jutiga uz fona korekdjm, tade] izmantojama agtiem, kur fons bez
parveidojumiem ir augstas kvaties.

Intensitites koreicijas koeficients nada vai késas kaalu fluorescences intenstes
mairas sinhroni vai asinhroni. Sinhroni maga intensite noéda uz cieSu ko lokaléziju, un

koeficienta ¥rtiba ir no nullesitiz pluss 0,5. Asinhroni maie intensiite noada uz ko
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lokalizacijas neesambu, un koeficienta &tiba swrstais no nminusa 0,5 1dz nullei.
(Smallcombe A. 2001)

1.3. Kodola— hloroplastu kompleksi
Sinas kodolam un hloroplastiem ir pidits cie$s funkcioilais kontakts. Plazlu

genoms s§j sinteZt tikai apnegram 100 protmus, bet préjos proténus ko@ kodola genoms.
Plastdu genoms ietekenai kodola genoma funkcijasgdg] starp kodolu un plastam pasiv
abpusjs vielu un sigalu transports. (Jung H. St al. 2009) Pierdram, augos svaju
fotosingzes fermentu RUBISCO veido liesubvienba, kuras protaus ko@ plasidas DNS,
un maz subviefiba, kuras protaus ko@& kodola DNS. Tas ir piadijums, ka plasgtas ir
atkafgas no kodola. (Bekt al. 09/2000) Izaéti hloroplasti nes§j produ&t saharozi, jo tiem
trukst svargi geni, kas nepiecieSami siztes proces (Edwards, Walker 1983 citep Archer
et al.05/2004)

Starp $§nas organmliem var noerot aff fizisku kontaktu. Auggéko augu tabakas
(Nicotiana tabacum)un Arabidopsisthaliana Sinas hloroplastu stromules — hloroplastu
membenu izaugumi, kas piit ar stromu — sapkt ar kodolargjo membanu. Sids organellu
fizisks kontakts nodroSina efékiku metabolismu. (Kwoket al. 2004) Augu 8nas
hloroplastu — kodolu kompleksi ir sastopami @k vecuma #as. Tas liek dorit, ka
augsiiko augu 8nas kompleksi ir ilgstoSi un notigi veidojumi. (Selgaet at.2010) Lidzigas
strukiiras bija noerojis jau Pssingham 1980. gad

Gaismas mikroskagpvar nowrot, ka hloroplasti var saskarties ar kodola meamioy kit
savienoti ar to vai iegrimt kodok&¢ja apvalki. Apskatot hloroplastu — kodolu kompleksus
skergjosa elektronu mikroskofy var red2t strukiiras, kas savieno kodolu ar hloroplastiem.
Izoleti kodola — hloroplastu kompleksi sagigh fluorecnci dazas néths. Tas vatu liecinat,
ka kodola — hloroplastu kompleksi ir neatigas §inas sagvdadas. (Selgat at.2010)
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2. Materiali un metodika

2.1 Mikroskopu parametriskie raditaji.
Viens no galvenajiem parametriskajieraditajiem ir mikroskopa izgirtspeja. To
aprkinaja pec formukm:
_ 0611
NL.A.

d , A\ — absorbtas gaismas wmu garums, NA — skaitligk aperaira, d —

izkirtspeja pa ,xy” asi;

di= 2\n/(N.A)? , n — gaismas lausanas koeficients imersijas videer@ijas #ai n =
1,4).

Lai apgkinatu pre@zu mikroskopa iZdrtspeju, bija nepiecieSams zZih predazu
ierosiratas gaismas ¥a garumu. T iemesla @] parametraaditaju apekinaja Leica DM RA-

2 mikroskopam pa ,xy” asi un ,z” asi. latps datus apkopoja talaul

2.2 Augu materils
Tabaka (Nicotiana tabaccum ), kura eksprests zdais fluorescentais prates (GFP).

Kartupda bumbdli.

2.3 Izmantota tehnika un barotne
1. Gaismas mikroskopas Leica DM 2000 ar HCX PL FOWR 100x/1,30 OIL

objektvu un HC PLAN 10x/22 okafu.
2. Konfolalais lazera skegoSais mikroskops Leica DM RA-2.
3. Centrifiga EPPENDORF ,Mini Spin”, ¥cija
4. Vortekss BIOSAN, Latvija.
5. Fotoapaits Canon Power Shot S70
6. MS barotne

2.4 Prepanatu pagatavoSana
Veselas lapas prepaita pagatavoSana mikroskopijai

Izvelgjas nobriedusu tabakas lapu no auga @pskddas. Ar Ziletes padizibu no lapas
platnes d#as, kui nav galvens lapas dislas, izgrieza fragmentu 10 mm x 5 mm. Objektu
novietoja uz priekSmeta stikh tdens pilieda un @rklaja ar segstikiju. Lai samaziftu
prepafta AZiSanasatrumu un nodroSitu tadens neiekiSanu #zera konfokla mikroskopa
objektva, segstikla malasapklaja ar imlenti. Rc nepiecieSambas ar pipeti papildia adeni
zem segstikla. Visam paraugam bifbigt aden un zem segstikla nevajagia bat gaisa
burbdiem. Apskatot prepatu lazera konfoklaja mikrosko@ 100 x liek palielinajuma,
lietoja imersijas RBa.
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Izoletu hloroplastu — kodolu kompleksu prepafita pagatavoSana mikroskopijai

Nobriedusu tabakas lapu novietoja uz gludas virsthatai apaks8ja epiderma btu
vérsta uz augsu. I2lgjas lapas segmentus, kuros nav gaigelapas dislas. Ar skalpl
palidzibu nméma lapas apakp epidermu. Tad, izmantojot skalpeli, afigal lapas
parenfimu. Procesa laiktika sagrautaias sienja un plazmatisk membg&na. Suspensiju
levietoja ependo#f kura bija 1 ml %idra barotne. Visu ependorfa satur & caur neilona
filtru. Filtratu iepildija ota ependord un pievienoja barotni, lai képais tilpums itu 1,5 ml.

Suspensiju centfiijc 2 mintes pie 900 apgriezieniem. Aita supernatantu. Kodola —
hloroplastu kompleksi atrad nogulsnes frakdj Nogulsnes ak&idija ar barotni un 15
mikrolitrus uznesa uz priekSmeta stildi Uzkhbja segstiklu. Prepatu apskatot konfaktaja
mikroskop, segstikla malasapklaja ar imlenti.

Kr asota kodola — hloroplastu kompleksa prepaita pagatavoSana

Ependorf ienesa 1 ml iepriekS pagatavotas suspensijas, skfs€ja kodola —
hloroplastu kompleksus un hloroplastus. Pievier@fa ml fiksatoru — 4% glutaraldeda
Skidumu. Visu fikgja 10 mirites. Tad ependorfu centrifejg 2 mimtes pie 900
apgriezieniem. Atica supernatantu, kas sa&jarfiksatoru un nogulsm pievienoja barotni
(kopgjais tilpums 1,5 ml). Ependorfa saturu samjaisorteka un centrifugja 2 mirtites pie
900 apgriezieniem. Tad atkal atfdjfm supernatantu un noguén pievienoja barotni, lai
kopgjais tilpums 1,5 ml. Epenafpievienoja 15 mikrolitrus pragdija jodida un paraugu
krasoja 20 mimates. Tad ependorfu centrifegjg 2 mirites pie 900 apgriezieniem, atféja
supernatantu. Nogulsm pievienoja barotni ar k@ tilpumu 1,5 ml un atktoja
centrifudgiciju.

Piecpadsmit mikrolitrus nogulsnes uznesa uz priekdnstiklpa. Paraugu gsklaja ar
segstiklu un apskga mikroskop.

2.5 Gai& lauka mikroskopija
Izmantoja Leica DM 2000 mikroskopu ar piam fluorida objekivu. leprieks

sagatavotu tabakas lapas vai kartafgmimbua prepaitu novietoja uz priekSmetgaidi.
Mikroskopam ar adaptera pdtibu pievienoja digitlo fotoapaitu Canon Power Shot

S70.1zvelgjas pientgrotako tuvinajumu un fotogifeja velamo atélu. Pec parauga apskates un

fotograkSanas, nemainot apareds uzstdijumus, mikroskop ievietoja mikroskopisko

linealu un nofotogradja, lai \Elak izmantotu & méroga skalu.
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2.6 Korelativas mikroskopijas metode
Korelatvas mikroskopijas metadapvienoja gaislauka mikroskopiju un fluorescento

mikroskopiju. Izmantoja Leica DM 2000 mikroskopu plararo fluorida objekivu. Ar
korelaivas mikroskopijas metodi apskit nefik€tu izoleto hloroplastu un hloroplastu —
kodola prepaitu.

Prepaiita gaid lauka mikroskopi atrada un apskigd hloroplastu — kodola kompleksus
pie 20 x liela palielisjuma, tad pie 40 x liela paliehjuma. Kad objekts bija atrasts, tad uz
segstikla uzpiliaja imersijas Bu un uzsidija 100 x lielu palieligjumu. lesidija asumu.

Mikroskopam ar adaptera pddibu pievienoja digitlo fotoapasitu Canon Power Shot
S70. Uzgidija pientrotako at€la tuvinajumu un fotogifeja hloroplastu — kodola kompleksu.
Nemainot mikroskopa un digia fotoapasta uzsidijumus, @arsledza caurstaroj@s gaismas
reamu uz fluoresceds mikroskopijas raiu. Fotogiféja objektu &l vienu reizi.

Pec parauga apskates un fotafgsanas, nemainot apareds uzstdijumus, mikroskop

levietoja mikroskopisko lin#du un nofotogradja, lai \elak izmantotu & méroga skalu.

2.7 Lazerskergjosa konfokala mikroskopija
IzmantojaLeica DM RA-2mikroskopu ar konfali skergjoSo galvuTCS-SL Lietoja

plararo apohromatisko dlas imersijas objektu. IzejoSo staru sadtdjs (Excitation Beam
Splitter FW)- DD 488/543. Skaitlisk aperaiira 1,40. Paraugus apskatpie 100 reizu liela
objekfiva palielirsjuma. (HCX PL APO CS 100.0 x1.40 OIL PH) FluoresmsnierosiasSanai
izmantoja 488 nm garu Afizera staru. Darba laikietoja 25 % - 30 % no akustiski — optisk
izturibas filtra AOTH maksinalas \ertibas. PMT ¥rtiba hlorofila emisijas diapazary00/-
15V, GFP emisijas diapazai@50/-10 V.

2.7.1 Darbs ar konfokllo lazerske@oSo mikroskopu
MikroskopESanas sistna sasiv no kzera avota bloka, statenisduminiscences

mikroskopa (2.a#ls), konfolalas skerjosas galvas un datora ar datorprogramineica
Confocal SoftwearStradajot ar mikroskopu praei bija jaievero darbibu setba, lai nebgjtu
lazera bloku. Visas datbas aprak#as setba, kada tas javeic.

1. leskdaz kzera avotu, tad skeneri.

2. ledarbirgja mikroskopu (5.).

3. levietoja prepairu.

Prepaiata ievietoSana

a. Novietoja prepaitu uz priekSmetgalda,
b. pacla priekSmetgaldu ar makrosii (1.) vai elektronisko skiwvi (2.),
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ies@dija priekSmetgalda O robezu (3.),
d. gaismas filtru iesdija 3. poicija, bet apskatot paraugu fluorescenietoja 4.
poZciju (4.),

e. ar ieskgtu caurejoSo gaismu (5.), griezot maksragkratrada mekijamo objektu.

2. att.Leica DM RA-2mikroskops.
Figure 2.Leica DM RA-Pnicroscope.

4. leskdza datoru un aktdja programmu_eica Confocal SoftWardzvelgjas iz\elni
Company.

5. Veica attietgos iestajumus (1A) (2.pielikums):
a. izvelgjas Ar/He-Ne #izera staru 488 nm, interiit~ 30 % (A) un to
aktivgja,
b. iestdija po4ciju uz stara saddfja DD 488/543 (B),
c. les@dia pinhola atérumu — 180 mikrometrus (C),
d. izmairija monitora ekinam pieako sigrala jaudu (PMT). Hlorofila
kodgjosa karala PMT ir 700/-15 V, GFP ir 750/-10 V (D),
e. noradja emisijas kaflu diapazonu un kagoso kiasu. GFP emisijas
diapazons ir no 500 nnidz 550 nm, bet hlorofila emisijas diapazons ir no
660 nmidz 690 nm (E),
f.  izvelgjas objekivu HCX PL APO CS 100.0 x1.40 OIL PH (F),
g. izvelgjas atkla formatu — 1024 * 1024 (G),
h. izvélgjas asis, paddam notiks parauga skesana (H).

6. Sika parauga skeésanu, izeloties funkciju Continuougl).

7. Atrada objektu, palielija ar funkcijuZoom in(J).
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8. Objekta fotograSana (3. atts):

a. ar funkciju aver izvelgjas vidjo sumnaro atelu no tis
sedgiem viena atla skejumiem, & mazinot trokgu radtas
nepreciziftes

b. apstdinaja funkciju continuousun ar funkciju Single Scan
nofotograéja objektu.

]J b
Accu Li. A Begln @
@ he
] A\rer f-‘upply Single Scan a ~ End] Serles E|
3. att. FotografSanas 1u josla — —
programna Leica  Confocal 4. att. Fllnﬁsanas ku josla
Softwear. programma Leica Confocal
Figure 3. Photography tool pallete S_oftwear. o _
in  program Leica Confoca Figure 4. Filming tool pallete in
Softwear. program Leica Confocal
Softwear

9. Objekta filntSana (4. a#ls):
a. izvelgjas objektu un pie izAalnesSeries(a) uzsidija velamo skefdSanas
dzilumu pa ,z” asi,
b. ar funkciju Sect(b) uzsidija velamo optisko griezumu &tu skaitu
(parasti tie ir no 10idiz 20 attli atkariba no kogja dziluma pa ,z” asi),
c. aktivgja funkciju Series(c) un izveidoja optisko griezumaeargu.

10. Izveloties funkcijuProcessveica attlu strijas farveidi 3D aninacija.

11.Beidzot darbu izgbza datoru, mikroskopu, skeneri, beizdra avotu pirms

izslegSanas dzeéf 10 mirtites.

2.8 Attelu analize
Attelus apstidaja programm LCS Lite un WCIF ImageJ. Progranas tika veikta

visparéja atela apstide, K ari sikaki fluorescences intengtes n&rijjumi un grafiski
atveidojumi. Programmu WCIFnageJiesigjams lejupidzet http://www.uhnresearch.ca/wcif.
Programma LCS Lite.

Ar funkciju rindu, kas atrodasQuantify/Profile izveidoja divu kisas kaalu
fluorescences intenstes grafikus fona rajan un kodola — hloroplastu kolokadizijas
regiona. Pec fona intensittes grafika tika noteikta maks#ha trok&u fluoriscences intengte
zdaja un sarkanaj spektd. Analiz€jot ko lokalizacijas reiona grafiku, trok8u fona

maksinala vertiba tika izmantota & atskaites punkts, no kuraksanaliZt krasu kamlu
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saphiSanu. $da metode izstlz fona trokiu radto rezultitu kladu. Tiek pimemts, ka grafika
dda, kas atrodas virs noteikt\ertibas, raksturo GFP un hlorofila fluorescenci.
Programma WCIF ImageJ.

Programm WCIF ImageJ tika veikta &tu statistisi anaize. Izmantoja programin
Leica Confocal Softwear veidotos 3D &its, kuros katrs Kisas kaals atElots atseviki.
Apstradei iz\elas kvalitaivako at€lu, kura ir vismazkais fona trokdu daudzums. Veicot
statistisko anati nav ieteicams atfus parveidot. Ko lokalizcija tika analizta atsevikam
attela ddam, kuras bija iespjama ko lokaliZcija. Tas deva iegju iegat predzakus datus.

Pirms attlu statistiskis apstides attlus parveido par 8 bitu attiem. To dara ar izsini
Image/TypeTalako apstadi veic ar funkcijuPlugins/Colocalization AnalysisSaj izveIng ir
pieejami daZdi fluorescences intensies ko lokaliacijas testi. Darh tika izmantoti divu
veidu testi:Manders coefficienun Colocalization Finder Tika iediti vairaki intensites
koeficienti un ko lokaliZcijas grafiks. Grafika certtiaja dda anaizes laiki ieZzmgjas noteikts
ramis, kug tiek at€loti ko lokalizetie piksdi.

Lai skaidrotu iegto koeficientu sniegto inforatiju, ir nepiecieSams zih to gakjas
vértibas, varcijas un to nommi.

Analizes laili tika iediti sekojoSi &ditaji:

Rr — Arsona koeficients; -1<Rr<1. Ja Rr>0, ko lokadifa ir notikusi, ja Rr< 0, ko
lokalizaciju nav iespjams defirt.

R — marklasaris koeficients; 0 <R <1. Viens — piffa ko lokalizcija. Véra pemams, ja
krasas kaalu attieaba chl:ch2 ~ 1.

M1 — sarkans krasas ko lokalizcijas koeficients; 0 < M1 < 1. Nada, lkada attieaba
sarkanais Kisas kaals parklaj zalo krasas kaalu.

M2 — zdas krasas ko lokalizcijas koeficients; 0 < M2 < 1. Nada, kida attieaba zdais
krasas kaals parklaj sarkano kisas kaalu.

Ja kasas kaalu parklaSaras attie@bas ir \era nemamas uridizigas attie@bas, tad
M1=M2=1.

ICQ - intensiites koreicijas koeficients; -0,5 < ICQ <0,5. Nmla abu ka#lu
intensittes varicijas veidu. lesgjama ir sinhrona vai asinhrona \anija. Ja -0,5 < ICQ <0,
tad intensites varéSana ir asinhrona. Ja ICQ = 0, tad fluorescendessitites sinhronite
ir nejausa. Ja ICQ > 0, tad inteagas varéSana ir sinhrona. (Collin T. 2006.)
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3. Rezuliti un diskusija

3.1 Gai%é lauka mikroskopija
Gai& lauka mikroskopj petija kartupéa bumbila mizas 8nas (4. a att.), kas centé

bija redzamas kodols ar daudziem hloroplastiem, izomiitus kodola — hloroplastu
kompleksus (4.b att.) no kartupebumbda mizas gnam.

4. atEls. Gaid lauka mikroskopija. a - kartufe mizas parenmas &na ar kodola — hloroplasty
kompleksu cenfir: Mérogs 50 mikrometri. b — izdé$ kodola — hloroplastu komplekss no karfapge
mizas parerimas §inam. Merogs 10 mikrometri.
FIGURE 4. Light microscopy. a — potato parings patg/ma cell with nuclear — chloroplasts complex
in centre. Scale bar 50 micrometre. b — refinedearc— chloroplasts complex from potato parings
parenchyma cells. Scale bar 10 micrometre.

Gai& lauka mikroskopg 40 reizu liek palielimjuma vargja saskat Sinas sieniu un
lielakas organellas —@as kodolu un plagtas -, & af cietes iedgumus. Apskatot kartupee
mizas &nas parerimas &nas mikroskop, vargja nowrot divu veidu &nas — #nas, kas
satugja daudz cietes graudus unnas, kuiis bija maz cietes graudu, bet &ar no\erot
plasidas.

Simts reizu lied palielimjuma vargja saskat tas paSas orhanellas, kuras amya 40
reizu liek palielinsjuma, bet papildus vaja nowrot lielako organellu morfolgiskas
at&iribas. Nowroja, ka kodols un hloroplasti no apt€jas vides bija norobezZoti ar
membénu. Hloroplasti un kodols nebija hornig,

Gai& lauka mikroskoplj varcja saskat, ka izokti hloroplasti un kodols divdimensiju
plakre savstarpji mijiedarbogs (4.b atls).

Petot paraugus ar gaiSlauka mikroskopiju objektus newiga apskat trisdimensiju
veida. Tas néva pre&zak spriest par organdu savstar§jo novietojumu un iesgpamas ko
lokalizacijas koggjo laukumu. Divdimensiailie at€li nebija piengroti talakai datu anatei.
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Izmantojot gaid lauka mikroskopijas metodi bija sara gruti preazi identificét
izoletus Sinas organmus arpus $inas. Galvenais metodesikums bija spja saskat tikai
lielakas ginas strukiras.

Gai& lauka mikroskopija bija piednota visfréjai parauga nasrtéSanai un visjrejai

Sanu struktiru petiSanai, bet nebija piedrota pretziem ko lokalizcijas Etijumiem.

3.2 Korelativa mikroskopija
Mehaniski izdaitus hloroplastu — kodola kompleksus apg&atgai® lauka un

fluorescenta mikroskopipa 100 reizu lied palielimjuma. Gaig lauka mikroskopg (5.b., 6.b
ateli) vargja nowrot kodolu un hloroplastu formualan to savstargjo novietojumu. Kodoli
gai& lauka mikroskopg nowerojami ka ovali vai apdi, gandiz bezkasaini veidojumi.
Kodoli, saidzinot ar hloroplastiem, bija lighi, vidgji 15 — 20 mikrometri diameir
Hloroplasti gaid lauka mikroskopi bija nowrojami ka ovali veidojumi ar z&u noki@su.
Hloroplasti bija no 101tz 15 mikrometriem gari. Pilba nevagja spriest par orgaedu

formu, jo objekti vai to dias, kas neatrag fokalaja plakre, bija neskaidri.

5. atels. Kodola — hloroplastu komplekss kor@atmikroskopip. a — fluoresceat
mikroskopija (z& — kodola apvalks, sarkans — hloroplasti), b Sagauka mikroskopija, ¢ —
gai& lauka mikroskopija un fluorescermikroskopija. Merogs — 20 mikrometri.

FIGURE 5. Nuclear — chloroplasts complex in thestative microscopy. a — fluorescent
microscopy (green — nucleus, red — chloroplasts)light microscopy, ¢ — fluorescent and light
microscopy. Scale bi20 micrometre

Apskatot to pasu kompleksu fluorescentajkroskop (5.a, 6.a a#li), zala krasa varcja
redz#t GFP fluorescenci, bet hlorofila autofluorescersarkala krasa. Fluorescentaj
mikroskopip varja redzt ne tikai lielos, veselos hloroplastus, batasevigas granas gan
pie kodola, gan livi peldot barota (6.a atgls).

Fluorescentaj mikroskopip varja redzt, ka kodoli ar hloroplastiem atrasl cieSi kop,
bet nevagja noteikt tieSu ko lokaliiju, jo nebija redzamas gaismas spektieklaSaras
zonas. Izmantojot korel@ts metodes iegjns, gaid lauka mikroskopj preazi varja

identificet kodolus un hloroplastus (5. ¢)
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6. attls. Kodola — hloroplastu komplekss kor&atmikroskopip. a — fluoresceat
mikroskopija (z& — kodola apvalks, sarkans — hloroplasti), b $adauka mikroskopija.
Meérogs — 10 mikrometri.

FIGURE 6. Nuclear — chloroplasts complex in thestattive microscopy. a — fluorescent|
microscopy (green — nucleus, red — chloroplasts)light microscopy. Scale bar 10
micrometre

Korelatvas mikroskopijas priekSrdoas satdzinajuma ar gaid lauka mikroskopiju bija

S[Eja predzi identificet Sinas organellas pateicoties fluoresceripedbam, bet gais lauka
mikroskopip varja petit organdda iek$jo struktiru. Negaivais aspekts bija tas, ka
korelaiva mikroskopija @ipat ka gai% lauka mikroskopija deva priekSstatu tikai par oigeu

novietojumu divdimensiana plakre.

3.3 Lazera konfokala skergjosa mikroskopija, att&lu analizes rezulfti
Lazera konfoklaja skergjosa mikroskopip apskatja tabakas lapas preptus (7. atls)

un izoktu tabakas lapu kodola — hloroplastu kompleksu goegp (3. pielikums).

Dzivas lapas prepata labi vagja saskat GFP fluorescenci un noteikd tokalizacijas
vietu. GFP lokalizjas endoplazmatiskajtikla, kas koncen#jas pie §inas sienjas, un kodola
apvalla (7. a attls).

Hlorofils fluores&ja sarkah krasa un noédija uz hloroplastu lokaliciju (7. b atgls).
Atvarsrites $inas vagja redzt, ka lieeka dda hloroplastu bija novietoti pie kodola, bet
atsevi&i hloroplasti atrads citoplazm atstatus no kodola apvalka (7. chsit.

Izoleétos kodola — hloroplastu kompleksos aarnowrot, ka kodolu un hloroplastu
mijiedariba nezuda @& melaniskas apsi@ides. Nowrojama hloroplastu savstajp ko

lokalizacija (1. pielikums).
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Hlorofrila fluorescence nadija, ka hloroplastots tilokdi, kas sakrtoti graris nebija
izvietoti viennerigi pa visu hloroplastu. Hloroplasta un kodola ké&adlzacijas viet bija
noverojami dzeltenas ksas piksk. Tas izskaidrojams ar Faun sarkah spektra prklasanos.

Ta rezul@ta atila veidops dzeltenas ksas piksk. (Comeau et. al 2006).

7. att. Tabakas lapas atsrites $inas fizera konfoklaja mikroskog. a — akivs zdais kanls (GFP
fluorescence), b — akts sarkanais kais (hlorofila fluorescence), ¢ — surara at€ls. Palielirsjums 100
X. Mérogs 10 mikrometri.

FIGURE 7. Tabacco leaf stomata cells in Confocaloscopy. a — active green canal (GFP
fluorescence), b — active red canal (chlorophuibfescence), ¢ — summary image. Magnification 100 x
Scale be 10 micrometre

Izmantojot propdija jodidu, kas 8nas krasoja nukl@nskabes, bija iesgja petit kodola
DNS un RNS sai#hu ar hlorofilu. Izotta tabakas lapas kodolu — hloroplastu kompiefg
atiels) sarkad krasa bija nowrojamas kodola nukieskabes un zl krasa — hlorofila

fluorescence. A#la bija noerojams, ka kodola nukieskiabes cieSi satuvitas ar hlorofilu.

8. attls. Kodola - hloroplasty
komplekss. Sarkans - PI, 1&a—
hlorofils. Mérogs 5 mikrometri.

Figure 8. Nuclear — chloroplast
complex. Red - PI, green
chloroohvll. Scale bar 5 micromel

7]

Vizualizgjot ko lokalizcijas reionu ar datorprogrammad/CFl ImageJpaidzibu (9.b
att.), bija redzams, ka tas leincra sakrita ar dzelteno pikkenovietojumu sum@éraja atgla
(9.a). Tas apliecija, ka vizdls at€la no\ertejums deva d@ji patiesus datus par organellu ko

lokalizaciju.
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9. attls. Kodola un hloroplastu ko lokadizijas vizualizcija. a — Kodola — hloroplpastu
komplekss. Zl GFP fluorescence, sarkana hlorofila fluorescelmeekodola — hloroplastu
komplekss ar iametam ko lokalizcijas vieam. Ko lokalizcijas vietas ieungjas balf krasa. c, d,
e — kodola — hloroplastu mijiedalias rgioni palielimjuma. Apzimejumi atbilst a agtlam. f, g, h —
ko lokalizacijas rajonu c, d, e diagrammas. Uz abscisu a@stathlorofila radta fluorescence
izteikta pikséos. Uz ordiatu ass alota GFP ratta fluorescence izteikta pikies. Grafika
norobezat dda notida uz ko lokalizto piksdu daudzumu.

Mérogs 5 mikrometri.

Figure 9. Nuclear and chloroplasts co — localizatisualization. a — Nuclear — chloroplasts
complex. Green GFP fluorescence, red chlorophytirscence. b — Nuclear — chloroplasts
complex with marked co — localization region. Clmealization region — white color. c, d, e —

f, g, h — co — localization region diagrams. X 4saxchlorophyll fluorescence in pixels. Y — axis
GFP fluorescence in pixels. Graphs central region — localization pixels sum.
Scale bar 5 micrometre.

nuclear — chloroplasts co — localization region asegpic. Nomenclatures correspond to a figur
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Sikak analizjot kodola un hloroplastu mijiedatias rgionus palieliatos ko
lokalizacijas rajonu atlos ( 9. ¢, d, e att.) vga nowrot, ka hlorofils ar GFP piiba
parklajas. Par to liecigja atélos noErojamie pilngi baltie reioni.

Vieglak ko lokaliz&to pikséu daudzumu bija uztvert analjpt grafikus (9. f, g, h att.).
Pirmap grafika (9.f att.) bija redzams, ka anajjlamap laukuna bija maz bivo hlorofila
fluorescences ram piksdu. Lielaka dda no hlorofila ko lokalizts ar GFP sadizinoSi Saux
regiona. Par to liecigja grafika koncen@Saras grafika centilaja norobezota dda nelieb
amplitida. Grafika koncentiSaras centiélaja dda liecinaja par pikséu ko lokalizciju. (Collin
T. 2006) Otraj grafika (9. g) bija redzams, ka ko lokal@ja bija notikusi plagka diapazoa,
bet nedaudzajak. Par to lieciaja grafika izkliede pa cerifio ddu. TreSaj grafika (9. h att.)
vargja nowrot GFP un hlorofila ko lokaliciju sangra plag amplitida, bet & bija vaja.

Analizéto kodola un hloroplasta mijiedabdu raksturoja arnoteikti fluorescences ko
lokalizacijas koeficienti (2. tabula). Takul apZzméjumi atbilda iepriekS migtajiem
noradijumiem 9. a atla.

2. tabula

Ko lokalizacijas koeficienti.

Table 2.
Colocalisation Coefficients.

Pétamais laukums c d e
Pirsona koeficients (Pr) 0,14 0,32 0,46
Parklasanas koeficients (P) 0,73 0,82 0,74
Krasu kanalu attieciba (ch1:ch2) 1 1 1
Ko Iokalizégijas kqeficients 1 1 1
sarkanai krasai (M1)
Ko lokalizacijas koeficients zalai 1 1 1

krasai (M2)

Intensitates korelacijas
koeficients (ICQ) 0,033 | 0,164 | 0,141

Ko lokalizacija, % 27,89 28,59 21,93

Ta ka krasas kaalu fluorescences intensies attietha visos gagiumos bija viens, tad
visi iegatie raditaji bija véra pemami. Rrsona koeficients (Rr) visos gagmos apstipriaja
iepriekS noeroto ko lokaliaciju, jo Rr > 0. To apstiprifja af parklaSaras koeficients (R) >
0. Sarkanais un fais kiasu kanls parklajas lidzgas attiegbas, jo M1 = M2 = 1, kas nadija,
ka ko lokalizcija bija notikusi vienrarigi. Fluorescences intend¢ visos gagjumos abos
krasas kaalos vargja sinhroni, jo ICQ > 0. Nosakot ko lokal@ju procentdli katra ko
lokalizacijas reziona tika iediti 11dzigi dati, kadi tika nowroti ko lokaliAciju at€lojot
grafiski. Vislieaka ko lokalizacija bija norojama variarit d, bet vismaaka ko lokalizcija

variang e.
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Pec ieditajiem statistiskajiem un vizilajiem datiem vaija apgalvot, ka attiegaj
gadjuma kodola apvalk eksprestais GFP mijiedarbag ar hlorofilu.

Veicot atseviBu krasu kanlu fluorescences intenstes nerjjumus noteiktos r@onos,
varja nowrot GFP un hlorofila ko lokalaciju (10.atéls). Sarkaas fluorescences fona
trok&a maksinala vertiba bija 37 vieitbas, bet Za spektra fona trokga maksinla vértiba
bija 32 vienbas (11. a aits). lzskdzot visas ®rtibas, kas makas par fona troksi
maksinalajam vertibam, vagja redzt, ka GFP (z& likne) un hlorofils (sarkanlikne) bija ko

lokalizeti viena regiona (11. b attls). Ko lokalizcija bija tis mikrometru diapazan

10. attls. Kodola — hloroplastu komplekss.]&a kodola apvalks,
sarkani — hloroplasti. A — fona fluorescences ist@ates n&rjjumi. B

— ko lokalizcijas rajona fluorescences inteatas n&rjumi. Merogs
10 mikrometri.

FIGURE 10. Nuclear — chloroplasts complex. Greamncleus
envelope, red — chloroplasts. A — background irtgia$
fluorescence. B — co localization intensity of flascence. Scale bar §

11. atels. Fluorescences interigit. Zda Itkne — GFP fluorescence, sarkdikne — hlorofila
fluorescence. a — fona traja& fluorescences intengtié (10. A). b — fluorescences inteatit

ko lokalizcijas resiona (10. B).

Figure 11. Intensity of fluorescence. Green — GER,— chlorophyll. a — background intesity
of fluorescence (10. A). b — intensity of fluoresce in complex co localization region (10. B)
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Pec konfolalas lazerskewjosas mikroskopijas metodes datiem &ar apgalvot, ka
kodola apvalks unatnuklenskibes veidoja cieSu ko loka#iziju ar hloroplastu hlorofilu.
SkergjoSap elektronu mikroskap bija nowrotas morfolgiskas strukdras, kas saiga
tabakas lapasifas kodolu ar hloroplastiem (Selga T. et al. 20K®dola un hloroplastu
mijiedarlabu bija nowrojis ai Pssingham ze®ko augu 8nas 1980. gaal

Atteli, kas iediti ar konfolalo lazerskejoSo mikroskopu bija augstas kvatis, jo tika
iegati ar mikroskopu, kuram bijkoti laba optisk sisema, kas nodroSija lielu palielirajumu
un skaitlisko aperatu.

Konfokalas lazerskegjoSas mikroskopijas galvenpriekSrogba bija spja apskat
objektu tis dimensis un veidot sumarus atélus, kurus ilak vargja izmantot fluorescences
intensiaites nerijumiem. Fluorescences interi@s n&rjumi un ko lokalizcijas testi
fluoroforu savstargjai mijiedarlibai deva piligu priekSstatu par afas fluoresgoSo
strukfiru novietojumu. Tas bija pozi, jo ta varja noteikt atsevigu fluores€josu vielu ko
lokalizaciju. Negalvais aspekts bija tas, ka negjar noteikt cik liek mera kodola —
hloroplastu kompleks mijiedarlibba notika ar struktam, kas nefluores¢ pientram,
hloroplastuargjais un ieksjais apvalks.

Ka galveno konfokla lazera skegjosas mikroskopijas metodesikumu vagja mirct
limiteto izXirtspeju. Aprekinot pec matemtiskam formubm, visu iepriekS apskeb tris
dimensionlo at€lu iz&irtspeja pa Xy’ asi ir 213 nanometri, bet pa ,z” asi 68@nometri.
Sis izkirtspejas ierobezojums noteica to, ka ar 30 metodi rigvaaskat mazikas strukiiras
ka iz&irtspejas mininalas \ertibas attietgaja plakre.

Vertgjot iegatos rezuliitus, ka kodola apvalks um huklenskabes mijiedarbajs ar
hlorofilu, svaigi bija saldzinat iegito ko lokaliZcijas kogjo garumu ar izZ§irtspeju pa ,xy”
agm. Ta ka tika iedits, ka ko lokaliZcija bija notikusi trs mikrometru diapazan tad Sis
raditajs bija daudzas reizes lidds nek limitgjosa iz&irtspeja pa ,xy” asm. lzXirtspeja
netrau€ petit strukiiras, kas daudzkt lielakas par izBirtspeju. Lidz ar to izRirtspeja

galvenolirt iespaido tikai mazu strultu petijumu anaizi (Comeau et. al 2006).
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Secirgjumi
. Sanu organellu ko lokalaciju vislask ir petit ar konfokilo lazerske®gjo3o
mikroskopu. legtot telpiskos a@lus var izmantotalakai atelu anaizei.

. Gai& lauka mikroskopi var tikai dagji identificét organellas. Nevar pret noteikt

organellu ko lokalizciju.

3. Korekatva mikroskopija dod iesju preazi identificet fluores@josas strukiras.

4. Ar fluorescento un konfato lazerskegjoSo mikroskopiju var analét tikai

fluores@josas struktras.

. Analizgjot fluorescences intensit, var noteikt fluorescento struku ko lokalizciju.
Ko lokalizacijas anakze balsis uz materitiskiem apekiniem.

. Kodola apvalk eksprestais zdais fluorescentais prares ir ko lokalizts ar
hloroplastos esoSo hlorofilu.

. Sanu organellas itoti daudzveithas un dinamiskas strukas.
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Pateigba

Izsaku pateitbu darba vatizjam Taram Selgam par tegtisko un praktisko zi@sanu
sniegSanu. Pata@lnu izsaku ar Valteram Gohijam par pablizibu tehnisko proleimu

risinaSars. Paldies arMaijai Selgai par te@tisko ziraSanu sniegSanu.
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1. Pielikums

Konfokala lazerskegjo3a mikroskopa séma (Claxtoret al.2006)
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2. pielikums

Programmas Leica Confocal Softwear adgtmu logs.
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3. pielikums

Kodola un hloroplastu komplekss.|&8a GFP ekspresija kodola apvalkarkans — hlorofila
fluorescence hloroplastos.akbgs 10 mikrometri.

39



