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ANNOTATION

The aim of this master thesis was to test and compare two available methods of genetic
transformation (biolistics, electroporation) of the plastid genome of green algae Chlamydomonas
reinhardtii. For biolistic transformation a wide range of experimental parameters which generally
influence ptDNA transformation efficiency was optimized: physiological condition of acceptor cells,
type and size of microparticles, pressure of propulsion gas (helium), length of projectile trajectory,
transformation of cells directly on selective medium (containing spectinomycin 150 pg/ml) or on
nonselective medium (without spectinomycin) and form of transforming DNA. In contrast to nuclear
transformation ptDNA transformation of the experimental object C. reinhardtii by means of
electroporation hadn’t been described. Hence a wide range of values of different physical
parameters which can significantly influence the transformation efficiency was tested.

ANOTACE

Cilem této magisterské prace bylo vyzkousSet a porovnat dvé dostupné metody genetické
transformace (biolistika, elektroporace) u plastidového genomu zelené tasy Chlamydomonas
reinhardtii. Pfi biolistické transformaci byla optimalizovana cela skala experimentalnich parametrd,
které obecné transformacni ucinnost ptDNA ovliviuji: fyziologicky stav akceptorovych bunék, typ a
velikost pouzitych mikrocastic, tlak hnaciho plynu (hélia), délka drahy letu mikrocastic, transformace
bunék pfimo na selekénim médiu (obsahujici spektinomycin 150 pg/ml) ¢ na médiu neselekénim
(bez spektinomycinu) a forma vnasené DNA. Na rozdil od jaderné transformace nebyla dosud
transformace ptDNA pokusného organismu Ch. reinhardtii prostfednictvim elektroporace popsana.
Pravé proto zde bylo testovano Siroké spektrum hodnot riznych fyzikalnich velic¢in, které mohou
podstatnym zplsobem uUcinnost transformace ovlivnit.
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1. Uvod

Od roku 1953, kdy panové J. D. Watson a F. H. C. Crick v ¢asopise Nature zverejnili
strukturni model dvousroubovice DNA, v niZ je zapsan ndm znamy Zivot, uplynulo jiz témér 60 let.
Dalo by se s uréitou nadsazkou fict, Ze pravé tehdy se zacala psat historie nové biotechnologické
discipliny — genového inZenyrstvi. S pfibyvajicimi objevy ptisla na fadu i otdzka, zdali by nebylo mozné
do genetického kddu zasahnout a zménit jej tak, aby dany organismus ziskal nové pozoruhodné
vlastnosti. Za stéZejni dila Ize povaZovat prace Cohena et al. (1973) a Morrowa et al. (1974), jimzZ se
jako prvnim podafilo vloZit cizorodou DNA do bakteridlni buriky. Pro podtrZeni vyznamnosti
soudobych genetickych manipulaci lze zminit béiné znamé priklady produkce inzulinu a
somatotropinu transgennimi bakteriemi ¢i kvasinkami (Goeddel et al., 1979a; Goeddel et al. 1979b,
Tokunaga et al., 1985; Lars et al., 1987), ale i pfipad tzv. zlaté ryZe, kterd byla genovymi inzenyry
upravena tak, aby obsahovala vice betakaroténu (Ye et al., 2000). Konzumace této plodiny by pak
mohla elegantné vyresit hrozbu slepoty pfi deficienci vitaminu A, zejména u obyvatel rozvojovych
zemi (Ondfej & Drobnik, 2002). V soucasnosti neni takika problém pozménit genetickou informaci
bakterii a neustdle se objevuji i nové pokusy o genetické transformace hospodarsky vyznamnych
rostlin ¢i dokonce Zivocichl. Nicméné do popredi se dostavaji také velice dlllezité organismy spojujici

to nejlepsi ze svéta mikroorganismu a rostlin, a to jsou rasy (Potvin & Zhang, 2010).

Jiz nejstarsi lidské civilizace vyuzivaly rasy jako nepostradatelnou soucast svého jidelnicku,
ale aZ po druhé svétové valce nabyla velkoplo$na kultivace téchto organismi na skutecném vyznamu.
Mnohé staty byly nuceny hledat kvalitni alternativni zdroje potravy pro své rychle rostouci populace,
a praveé fasy pripadly zejména v pfimotskych oblastech jako dobré fedeni (nap¥. nori v Japonsku, Ciné
a Koreji nebo morsky salat ve Velké Britanii, Irsku a Skandindavii). Rasy brzy pronikly do $irokého
spektra dalSich odvétvi, napf. dobie znamy agar, polysacharid ziskavany z bunécénych stén cervenych
fas, zejména rodu Gelidium, je vyuzivan jako standardni médium pro rlst mikroorganismu
laboratoFemi po celém svété (Hallmann, 2007). Rasy se déle rovné? uplatfiuji i v odpadnim pramyslu
pfi odstranovani dusiku a fosforu z odpadnich vod, a dokonce se objevuji i Uvahy o vyuZivani fas
pro produkci metanu ¢i vodiku jako alternativniho paliva budoucnosti (Melis & Happe, 2001; Pulz &
Gross, 2004). Avsak do povédomi Siroké verejnosti se dnes fasy dostavaji zejména diky svému
vysokému obsahu vitaminl a tato jejich vlastnost je pak vyuZivdna pfi produkci nejriznéjsich

potravinovych doplnk( a kosmetickych vyrobkd.

VysSe popsana atraktivnost fas muze vSak nabyvat jesté dalSich rozmér(i, uvazime-li tyto

prastaré organismy jako vynikajici model pro genové inzenyrstvi. Rychly rist, kratky Zivotni cyklus a



celkem jednoducha laboratorni kultivace cini fasy velice dobrym experimentalnim objektem
pro transgenozi, o ¢emz svéddéi i fakt, ze se v poslednich par letech podafilo Uspésné geneticky
transformovat jiz na 25 druh( ras (Hallmann, 2007). Genetické Upravy fas by mohly usnadnit kultivaci
jiz stavajicich kultur vyuzivanych v potravinarském, chemickém a farmaceutickém primyslu — napf.
zvySenim vynos(Q tzv. bioreaktorll (vodnich kultur) diky jesté mensim naroklm geneticky
modifikovanych fas na sloZzeni médii, osvétleni a teplotu. Rovnéz v odpadnim pramyslu by se mohly
uplatnit napf. transgenni fasy se zvySenou schopnosti vazat na sebe tézké kovy (Siripornadulsil et al.,
2002). Dalsi cestu, jak ulevit dnes tolik zatéZovanému Zivotnimu prostfedi, bychom mohli nalézt
v praci Melise a Happeho (2001), ktefi prokazali, Ze jiz zmifnované vyuZiti fas jako obnovitelného
zdroje energie se jevi u Chlamydomonas reinhardetii za vyuziti metod genového inZenyrstvi jako velice
slibné. V souladu s témito a mnoha dalSimi ndpady jde i idea tzv. genového farmareni, kdy by
transformované rasy produkovaly ve velkém mnoZstvi, a tudiz i za niZsi ceny, nové (i jiz dobtfe znamé
a Siroce cenéné latky pro zemédélstvi nebo medicinské ucely (Franklin & Mayfield 2004). Do této
skupiny by jisté spadala tvorba tzv. jedlych vakcin (Banicki, 2004; Sayre et al., 2001), vyvoj novych
|éCiv (Skulberg, 2000), antibiotik (Piccardi et al., 2000) a insekticidi (Borovsky, 2003). Toto vskutku
Sirokospektralni vyuzivani fas nasvédcuje, Ze jsou tyto organismy prdvem oznacovany za zelené zlato

soucasného a pravdépodobné i budouciho biotechnologického primyslu.

Cilem mé diplomové price bylo dostupnymi metodami (genové délo, elektroporace)
vyzkouset a porovnat transformaci chloroplastového genomu fasy Chlamydomonas reinhardtii
jako nového modelového organismu pro experimentdlni ¢innost na oddéleni Molekularni genetiky

Ustavu molekuldrni biologie rostlin BC AV CR, v. v. i., v C. Budé&jovicich.



2. Literarni prehled

2.1. Studovany objekt Chlamydomonas reinhardtii

Rod Chlamydomonas (Cesky plasténky) patfici do radu Volvocales Cita priblizné na 600
druh( zelenych fas vyskytujicich se po celém svété ve vodé, pudé, a dokonce i snéhu (Ch. nivalis).
Chlamydomonas reinhardtii byla poprvé popsana roku 1888 Dangeardem a pojmenovana
po ukrajinském botanikovi Ludwigovi Reinhardtovi, ktery vroce 1876 publikoval popis oplozeni
u tehdy jeSté neznamého druhu Chlamydomonas. Zakladni studie Ebersolda a Levina v 50. a 60.
letech minulého stoleti vedly ke konstrukci prvni jaderné mapy Ch. reinhardtii a k naslednému
Sirokému uplatnéni mutantd této fasy v mnoha rozlicnych experimentalnich pracich bunécné
biologie, rostlinné fyziologie a dalSich védeckych disciplin (Harris, 2009) — napf. i pro detekci
genotoxického potencialu (Podstavkova et al., 1992).

Ch. reinhardtii je jednobunécnd pohybliva fasa (velikosti 10 um) se 2 biciky (obr. 1), jejiz
télo je pokryto bilkovinnou bunécnou sténou zvanou chlamys. Chlamydomonas mlze béhem svého
Zivotniho cyklu prochazet jak pohlavnim, tak i nepohlavnim rozmnoZovanim. Ch. reinhardtii je fazena
mezi heterothalické (existence plus a minus gamet), izogamni (plus a minus gamety se vzhledové
nelisi) fasy. Pfi pohlavnim rozmnoZovani dochazi ke splynuti plus (,sami¢i“) a minus (,samci)
pohlavni bunky. Vznikd tak zygota se ctyfmi biciky a silnou bunécnou sténou, odolnou vidi
nepriznivym podminkdm okolniho prostfedi. Za vyhovujiciho stavu prochazi zygota meidzou a
do prostredi jsou uvolnény ctyfi dcefiné buriky. Naproti tomu pfi nepohlavnim rozmnoZovani se
parentalni bunka rozdéli na 2 - 8 zoospor, které jsou rovnou uvolnény do okoli (Harris, 2009).

Ch. reinhardtii je pfirozené puadni organismus — v laboratornich podminkach vsak muze rist
i vtekutém c¢i na agarovém meédiu s jednoduchymi minerdlnimi solemi. Vyhodou Ch. reinhardtii
oproti jinym druhlim Chlamydomonas je jeji schopnost rlistu ve tmé za pfistupu k organickému zdroji
uhliku (Harris, 2009).

Vyjma jaderného genomu Ch. reinhardtii obsahuje jeSté genom chloroplastovy a

mitochondrialni (obr. 1).
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Obr. 1: Vlevo: schématicky obrazek Chlamydomonas reinhardtii a jejich bunéénych organel, které Ize

geneticky transformovat, vpravo: fotografie kultury Ch. reinhardtii na pevném médiu.

2.1.1. Chloroplastovy genom (ptDNA) Chlamydomonas reinhardtii

Chloroplast je zelend bunécna organela nachdzejici se u rostlin a eukaryotickych fas.
Podle endosymbiotické teorie vznikl chloroplast pravdépodobné z predka dnesnich sinic, ktery byl
v pribéhu evoluce pohlcen eukaryotickou burikou (Rochaix et al., 1998). Ch. reinhardtii ma jeden
velky chloroplast a chloroplastovy genom je zde vetsi (203 828 bp), nez je bézna velikost typického
rostlinného chloroplastového genomu, jez ¢ini 120 az 160 kbp (Harris, 2009). Odhadem predstavuje
chloroplastova DNA v haploidni vegetativni burice pfiblizné 14 % z celkového bunécéného obsahu DNA
(tj. kolem 1,72. 10°® pug/buriku), zatimco v gametach je toto mnoistvi asi polovi¢ni (Gillham, 1978;
Whiteway & Lee, 1977). Stejné jako je tomu u vétSiny vyssich rostlin, ma i ptDNA Chlamydomonas
dvé unikatni oblasti oddélené invertovanymi repeticemi (IR) — viz obr. 2. Chloroplastovy genom
existuje diky témto dvéma pomérné velkym invertovanym repeticim ve dvou isomerickych formach,
a to v poméru 50:50 (Aldrich et al., 1985; Palmer et al., 1985). Invertované repetice maji délku
22 211 bp a obsahuji kopii genu psbA, 5 genll pro rRNA a 2 geny pro tRNA (Maul et al., 2002).
Unikatni oblasti jsou témér shodné velikosti — 81 307 a 78 088 bp (Stern, 2009). ProtozZe hlavni funkci
chloroplastu je fotosyntéza, neni zdaleka prekvapivé, Ze vétsina ze 109 chloroplastovych genl koduje
proteiny Ucastnici se tohoto procesu (NCBI, 2011). Zajimavym faktem je, Ze vice jak 20 %

plastidového genomu zaujimd repetitivni DNA, a to zejména ve formé tzv. kratkych rozptylenych



repetic, které tvofi hlavni soucast mezigenovych oblasti a maji pravdépodobné strukturni a evolucéni

vyznam (Maul et al., 2002).

Chloroplast Ch. reinhardtii se zacal Siroce vyuzivat jako modelovy systém pro studium
fotosyntetickych procest (Maul et al., 2002), diky cemuz se zahy chloroplastova transformace této
fasy stala velice oblibenou. Tomuto faktu napomohla i skutecnost, Ze cely chloroplastovy genom byl
sekvenovan (Maul et al.,, 2002). Zakladni strategie a techniky chloroplastové transformace se
v podstaté od prvniho Uspésného pokusu (Boynton et al., 1988) témér nezménily, nicméné byly stale

zdokonalovany (Ramesh et al., 2004; Purton, 2007).

Kratka unikatni oblast
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Obr. 2: Chloroplastovy genom Chlamydomonas reinhardtii.

Zdroj: http://www.chlamy.org/chloro/default.html



2.1.2. Jaderny genom Ch. reinhardtii

Jaderny genom zaujima velikost pfiblizné 121 Mbp a je rozdélen do 17 chromozomd. Genl
kodujicich proteiny je podle predbéiné analyzy zhruba 15 000. VétSina z téchto gen( obsahuje
introny, které jsou delsi, nez je béiné u jednobunécnych fas. Geny spolu se svymi regulac¢nimi
sekvencemi zaujimaji zhruba 30 % jaderného genomu a zbyvajici DNA pfipadd na introny a
mezigenové oblasti. Zhruba 350 jadernych genl fidi chloroplastové funkce (vétSina z nich byla
plGvodné soucasti chloroplastové DNA a béhem evoluce se premistila do jadra) a u vice jak poloviny

téchto genl neni konkrétni vyznam zatim znam (Merchant et al., 2007).

2.1.3. Mitochondrialni genom Ch. reinhardtii

Mitochondrie se vyvinuly ze symbiotického organismu pfibuzného eubakteriim (Rochaix et al.,
1998). Velka cast mitochondridlni genetické vybavy postupné vymizela, nebo se presunula
do jaderného genomu. Vzdalené mitochondrialni genomy se proto ¢asto lisi ve velikosti, po¢tu gen(i a
jejich organizaci. Velikost mitochondridlniho genomu nicméné nemusi zdaleka odrazet mnozstvi
obsaZzenych genu (Gillham, 1994). Takovym pripadem je pravé Ch. reinhardetii, jejiz mitochondrialni
genom o velikosti 15,8 kbp obsahuje pouze 25 gen(, z toho 8 pro proteiny (NCBI, 2011). Genom je
linearni, s velmi kratkymi intergenovymi sekvencemi a bez intron (Stern, 2009) a je sloZen z vice
kopii, které jsou organizovany do 20 - 30 tzv. nukleoidl. Tyto nukleoidy mohou ménit tvar i velikost
béhem bunécného cyklu (Nishimura et al., 1997; Hiramatsu et al., 2006). Cely mitochondrialni
genom Ch. reinhardtii byl sekvenovan (Boynton & Gillham, 1996) a po Saccharomyces cerevisiae se
tato fasa stala druhym organismem, jehoZ mitochondrie se podafilo Uspésné transformovat, a to
biolistickou metodou (Boynton & Gillham, 1996). Z pocatku vsak transformace mély velice nizkou
ucinnost (Yamasaki et al., 2005). Po optimalizaci metody bylo nejlepsich vysledku dosazeno za
pouZiti linearizovaného plazmidu: 100 - 250 transformovanych kolonii/1 pg DNA (Remacle et al.,

2006).



2.2. Vyhody chloroplastové transformace Ch. reinhardtii

Geneticky transformovat lze u Ch. reinhardtii jak jadernou, tak chloroplastovou i

mitochondridlni DNA. Mitochondridlni transformace je vsak u Chlamydomonas stadle pomérné novym

jevem, a tak jsou v soucasnosti vyznamné zejména prvni dvé dobrfe zavedené transformacni

strategie. Hlavni divody, pro¢ je mnohymi laboratofemi upfednostiiovana pravé chloroplastova

transformace, lIze v kratkosti shrnout do nasledujicich bod:

U chloroplastu lze diky moZnosti homologni rekombinace (kap. 2.2.1) cilit vlozeni transformacni
DNA do pfedem znamého mista. Naopak u jaderné transformace je homologni rekombinace
velice vzacnym jevem. Cilenym vloZenim genu tak lze zcela eliminovat tzv. pozi¢ni efekt, ktery
mnohdy sniZuje expresi transgenu pfi jaderné transformaci do ndhodného mista (Paszkowski,

1994).

Exprese cizorodych proteind v jadre z(stava stale nizka. Pfi¢inami mohou kromé jiz zminovaného
pozicniho efektu byt i tzv. umlcovani genu (gene silencing), pfitomnost kompaktni chromatinové
struktury a nekonvencni epigeneticky ucinek. V chloroplastech naopak k predchozim jevim
nedochazi (Heifetz, 2000), a proto je zde exprese transgenu pomérné vysokd. Navic podle
vysledk( studie na rostlindch (Faye & Daniell, 2006) Ize u chloroplastu predpokladat limitaci
proteolytickych drah, diky ¢emuz jsou cizi proteiny chranény pred degradaci, a tudiz je i jejich

vynos podstatné vyssi.

Ch. reinhardtii ma jeden velky chloroplast, coZ podstatné ulehéuje transformacni proceduru a
umoznuje tak pomérné zahy ziskat uniformni transformovanou kulturu. ProtoZe burika obvykle
obsahuje kolem 80 molekul chloroplastové DNA (Stern, 2009; Scott & Mayfield, 2004), ne
vsechny kopie jsou transformovany béhem prvotniho zdsahu do genomu (burika je
heteroplasmicka). Rasy s transformovanymi kopiemi ptDNA se proto opakované prenaseji
na selekéni médium, ¢imz se netransformované kopie eliminuji (Harris, 2009). Podstatné rychleji
Ize homoplasmickych bunék (veskeré kopie ptDNA nesou transgen) dosahnout kultivaci fasové
kultury pred transformacni procedurou s 5-fluorodeoxyuridinem, ktery redukuje v bunce pocet
kopii ptDNA (Wurtz et al., 1979; Boynton & Gillham, 1993). Transformované homoplasmické
rasy pak mohou diky mnoha kopiim transgenu produkovat poZadovany protein v podstatné

veétSim mnozstvi.



2.2.1. Homologni rekombinace

Homologni rekombinace je proces, pfi kterém dochazi ke genetické vyméné mezi 2 pary
homolognich (podobnych) sekvenci. Homologni rekombinaci pfi plastidové transformaci se pak
rozumi vyména mezi homolognimi Useky v plastidovém genomu, jenz ma byt transformovan, a
v transformaénim vektoru, tj. nej¢astéji plazmidu, ktery nese pozadovany exogenni gen — napfr. gen
aadA zpUsobujici rezistenci k antibiotikim spektinomycinu (spec) a streptomycinu (obr. 3).
Transformacni vektory jsou konstruovdny tak, Ze transformacni gen je z obou stran obklopen
sekvencemi (tzv. flanking sekvence) z ptDNA konkrétniho cilového druhu, jenz ma byt nasledné
danym vektorem transformovan. Svab a Maliga (1993) sice ve své praci striktné neurcili minimalni
velikost téchto sekvenci, ale s Uspéchem se jim podafila transformace jiz se 400 b homolognimi
Useky. Pfimy dikaz existence homologni rekombinace v chloroplastovém genomu byl objeven u

tabaku po fuzi protoplasti nasledovanou fuzi chloroplastli (Paszkowski, 1994).

reinhardtii

exogenni gen aadA se
integroval do ptDNA

Obr. 3: Schéma integrace exogenniho genu aadA do chloroplastového genomu (ptDNA) Ch.

reinhardetii prostfednictvim homologni rekombinace.



2.3. Metody transformace fas se zamérenim na Chlamydomonas reinhardtii

Transgenni jednobunécéné rasy nachdzeji své uplatnéni jak v zakladnim vyzkumu, tak i
pfi komercnich praktickych aplikacich. K selekci vznikajicich transformantl slouzi zejména dva hlavni
selekéni systémy: prvni systém je zalozen na transformaci mutovanych fas, u kterych se transgenozi
obnovi puvodni schopnost fotosyntézy (Boynton et al., 1988), naopak u druhého modernéjsiho
systému transformované bunky ziskavaji resistenci vici selekénimu antibiotiku ¢i herbicidu (Boynton
& Gillham, 1993; El-Sheekh, 2000). Ke vnaseni cizorodych genli do genetického materidlu fas se
stejné jako u vyssich rostlin vyuZivd zejména biolistické a elektroporacni metody, nicméné velmi
oblibenou je zde i tzv. metoda sklenénych kuli¢ek (Kindle, 1990), a s podivem se dokonce objevuiji i
studie, kdy se dafi realizovat jadernou transformaci fasy Ch. reinhardtii pomoci Agrobacterium

tumefaciens (Kumar et al., 2004; Kumar & Rajam, 2007).

2.3.1. Genové délo (biolistika)

2.3.1.1. Princip metody

Biolisticka transformace nebo také jinak uvddéna transformace genovym délem je jedna
z nejoblibenéjsich a nejvyuzivanéjsich metod genetické transformace viibec. Tato metoda vyuziva
mikrocastic tézkych kovl (zlata ¢i wolframu), na jejichZ povrchu je navazana transformacéni DNA. Lze ji
geneticky modifikovat jak jadernou tak i mimojadernou (chloroplastovou, mitochondridlni) DNA
v témér jakémkoliv bunécném typu, s vyjimkou bunék s extrémné pevnou bunécnou sténou (Potvin
& Zhang, 2010). AC je transformacni ucinnost biolistiky obvykle nizkd (fada potencidlné
transformovanych bunék je pfili§ ponicena a nepreziva), zUstava i naddle tato metoda nejucinné;jsim
nastrojem pro transformaci chloroplast(i (Lumbreras & Purton, 1998), kdy mikrocastice s DNA museji

Uspésné prekonat jak bunécnou, tak i dvojitou chloroplastovou membranu.

Asi nejéastéji pouzivanym biolistickym pfistrojem je PDS - 1000/He firmy Biorad (obr. 4).
Diky tlaku hélia je toto zafizeni schopné vystfelovat mikrocastice inertnich kovd pfiblizné rychlosti
500 m/s. Transformovany objekt je pfitom umistén v podtlakové komore, jeZz redukuje odpor
vzduchu vici leticim mikrocasticim (Sanford et al., 1993) — viz obr. 5. Pfi biolistice je zpravidla
nejdulezitéjsSim parametrem pouzity material (zlato vs. wolfram) a velikost mikrocastic (0,4 - 1,7 um),
dale pak i rychlost, jakou jsou mikrocastice vystrelovany (ovlivnéna tlakem He a velikosti redukce

tlaku v komore), a vzdalenost (3 - 12 cm), kterou musi mikrocdstice urazit k transformovanému



objektu. Volba mikrocastic je do znac¢né miry ovliviovana jejich cenou, kterd hovoti pro wolfram.
Proti wolframu hovofi to, Ze jeho mikrocastice byvaji ¢asto nepravidelného tvaru, coz mize hrat
do zna¢né miry roli pfi degradaci transformaéni DNA (Russel et al., 1992; Sanford et al., 1993). Cim
silnéjsi bunécnou sténu transformovany organismus ma, tim silnéjsi tlak helia je nutné obvykle zvolit.
Naslednou Upravou délky drahy mikrocastic pak dosahujeme urcitého kompromisu, abychom zasahli

co nejvétsi mnoistvi pokusnych objektl a zaroven zajistili jejich preziti.

Pfed samotnou procedurou jsou fasy v exponencialni fazi ristu naneseny na pevny podklad
— razné filtry, agarové médium (Boynton et al., 1988; Doetsch et al., 2001; El-Sheekh, 2000).
Mnoizstvi fas se obvykle pohybuje napf. u Ch. reinhardtii mezi 6 - 200 miliony bunék/1 strelu (Coll,
2006). Bombardovat Ize fasy jak na médiu selek¢nim s obsahem antibiotika, herbicidu apod. (Ishikura
et al., 1999), tak na médiu neselekénim (Takahashi et al., 1991), odkud se zpravidla po nékolika
hodindach az dnech rasy spolu s filtrem pfendseji na selekéni médium. Na transformaci obvykle nema
vliv, zda je exogenni DNA ve formé kruhového plazmidu ¢i linearizovana (Debuchy et al., 1989;

Mayfield & Kindle, 1990; Jarvis & Brown 1991).

Ve
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Obr. 4: Nakres biolistického pfistroje PDS - 1000/He firmy Biorad.
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Obr. 5: Schéma biolistické transformace.

2.3.1.2. Aplikace u ras

Jiz na konci 80. let minulého stoleti se Boyntonovi et al. (1988) podafilo jako vibec prvnim
Uspésné biolisticky transformovat chloroplastovou DNA Chlamydomonas reinhardtii. Na stejném
modelovém organismu byla s kladnym vysledkem biolistika pouZita i pfi transformaci jaderné (Kindl
et al., 1989). Nasledovala fada dalSich zdafilych praci na rasach, za zminku jisté stoji jaderna
transformace Volvox carterii (Schiedlmeier et al., 1994), chloroplastova transformace Chlorella
kessleri (EI-Sheekh, 1999) a Euglena gracilis (Doetsch et al., 2001) a mitochondridlni transformace
Ch. reinhardtii (Randolph-Anderson, 1993; Boynton & Gillham, 1996; Remacle et al., 2006;
Bonnefoy et al., 2007). Vyhodou této metody je, Ze ji Ize transformovat i fasy se znacné pevnou

bunécnou sténou — napf. rozsivky (Apt et al., 1996).
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2.3.2. Elektroporace

2.3.2.1. Princip metody
Pfi elektroporaci vytvareji specialné navrzené elektrody na bunécné membrané napéti,
které prevySuje jeji dielektrickou silu. Kratky elektricky puls vysokého napéti ve fosfolipidické
dvojvrstvé membrany docasné vytvoti pdry, jimiz mohou molekuly exogenni DNA pronikat dovnitf

buriky a nasledné se integrovat do genomu (Fromm et al., 1985; Van Wert & Saunders, 1992).

Ucinnost metody ovliviiuje sila elektrického pole, délka pulzu, slozeni média, teplota,
vlastnosti membrany transformované bunky (Brown et al., 1991) a také koncentrace transformacni
DNA (Shimogawara et al., 1998; Wang et al., 2007a). Sila elektrického pole (V/cm) je dulezita
pro formaci pérd v bunécné sténé a organelovych membranach a zaroven hraje i hlavni roli
pro prezivani transformovanych bunék. Délka pulzu (ms) je dand odporem média (), ktery je
vysledkem jeho iontového slozeni a objemu, a lze ji obvykle ménit nastavenim kapacity kondenzatoru
v pristroji. Koncentrace pfitomnych dvojmocnych iontl v médiu dale plsobi na strukturu exogenni

DNA a membranovou stabilitu transformovanych bunék (Coll, 2006).

U fas lze celou elektroporacni proceduru rozdélit zhruba do tfi etap: inkubace bunék tésné
pred elektrickym pulzem, aplikace elektrického pulzu (obr. 6) a naslednd faze zahajeni regenerace.
Prvni etapa je dllezZitd pro to, aby exogenni DNA méla mozZnost se dostat do kontaktu s bunécnou
sténou fasy. Mnohdy je tento krok usnadnén pouzitim rasy s redukovanou bunécnou sténou (Brown
et al.,, 1991), ovSsem pak je pro ochranu transformovanych bunék velice vhodné nanaset rasy
na pevné selekéni médium v suspenzi s kukuricnym Skrobem (Shimogawara et al., 1998). BEhem
aplikace pulzu exogenni DNA pronika docasnymi péry dovniti do buriky a nasledné do organel (obr.
7). Posledni krok slouzi k uzavreni péra a fasy zacinaji postupné regenerovat. VSechny tfi faze jsou
obvykle realizovany pfi teploté kolem 4 °C, kterd nepfimo zvySuje pfeZivani fas a poskytuje exogenni
DNA dostatek ¢asu ke vstupu do buriky (Chu et al., 1987). U Ch. reinhardtii je nejvyssiho mnoZstvi
preZivajicich transformovanych bunék obvykle dosahovano pfi intenzité elektrického pole v rozpéti
1000 - 2000 V/cm a délce elektrického pulzu 2 - 26 ms (Brown et al., 1991). Pouzivané kyvety maji
zpravidla tloustku 2 - 4 mm a objem 100 - 800 pl. Koncentrace bunék je pak 0,2 - 400 miliontd
bunék/ml média (Coll, 2006). Nékdy se k transformacni DNA pfidava i jeji nosi¢ (napf. lososi sperma),
ktery pravdépodobné zvysuje transformacni ucinnost tim, Ze chrani exogenni DNA saturaci
pfitomnych nukleaz a zaroven blokuje nespecifickd DNA-vazebna mista (Shimogawara et al., 1998).
K udrZeni osmolarity v médiu se obvykle pouzivad 0,04 - 0,4 M sachardza, sorbitol ¢i mannitol (Coll,

2006).
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Obr. 7: Nakres, jak exogenni DNA pronika dovnitf do buriky a organel péry formovanymi béhem

aplikace elektrickych pulz.

2.3.2.2. Aplikace u ras

Elektroporace se bézné vyuziva pfi jaderné transformaci napf. u Ch. reinhardtii (Brown et
al., 1991; Tang et al., 1995; Kovar et al., 2002; Ladygin, 2003 & 2004), Chlorella vulgaris (Chow &
Tung, 1999) a Dunaliella salina (Geng et al., 2003; Wang et al., 2007b). Béhem velmi obsahlé studie
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elektroporace pfri jaderné transformaci mutant( C. reinhardtii bez bunécéné stény, kdy byly sledovany
hlavni parametry jako sila elektrického pole (1900 - 2 400 V/cm), kapacita (3, 10 a 35 uF),
koncentrace linearizované transformacéni DNA (0,5 - 50 pg/ml) a pfitomnost jejiho nosi¢e (0 - 800
pg/ml), osmolarita tekutého média (0 - 80 mM sachardza) a teplota béhem procedury (0 - 30 °C), se
po optimalizaci vSsech téchto parametr(l podafilo dosahnout skutecné fascinujici transformacni

ucinnosti 200 tisic transformovanych kolonii/1ug DNA (Shimogawara et al., 1998).

2.3.3. Metoda sklenénych kulicek

2.3.3.1. Princip metody

Rasy s redukovanou bunéénou sténou lze Gspéiné transformovat tzv. metodou sklenénych
kulicek. Velkou vyhodou oproti predesSlym metodam je, Ze zde nejsou poZadovany zadné drahé
specializované pFistroje. Rasy jsou odebirany v logaritmické fazi riistu a obvykle po 30 - 100 milionech
bunék/400 ul tekutého isotonického média kratce (10 - 15 s) tfepany spolu s kulickami (J 0,4 - 0,5
mm) za pfidani 25 - 50 ug transformacni DNA (Coll, 2006). Diky tfepani s kulickami je dosazeno
prechodné prichodnosti membrany a exogenni DNA tak mize vstoupit rovnou do bunééného jadra
¢i dalSich organel. K smési fas a kulicek se nékdy pfidava i fuzni ¢inidlo polyetylen glykol, diky némuz
mUize byt transformacni uUcinnost zvySena 5 - 12 x (Kindle, 1990). Pfi pouZiti polyetylen glykolu
mohou byt také kulicky nahrazeny vldkny z karbidu kfemiku (Dunahay, 1993; Jarvis & Brown, 1991;
Lohuis & Miller, 1998). Cilovym objektem této transformacni metody jsou vyhradné mutované rasy s
absenci bunécné stény nebo napf. u Ch. reinhardtii 1ze bunéfnou sténu odstranit pomoci
autolytického enzymu (Kindle, 1990; Nelson et al., 1994). Rasy tento enzym za normalnich okolnosti
vylucuji, aby umoznily fuzi gamet béhem pohlavniho cyklu rozmnozovani (Harris, 2009). Obdobné je
enzymatického rozkladu bunécné stény pro aplikaci kulicek zapotrebi také u rodu Chlorella (Hawkins
& Nakamura, 1999), kdy pro transformaci dokonce neni nezbytna ani samotna pritomnost kulicek

(Jarvis & Brown, 1991; Kim et al., 2002).

2.3.3.2.  Aplikace u fas
Tzv. metoda sklenénych kulicek byla jednim z prvnich zpUsobl Uspésné transformace
jaderné genetické informace Ch. reinhardtii, kdy se navzdory pomérné vysoké mortalité podafilo
dosahnout i vyznamné transformacni Ucinnosti az 1000 transformovanych kolonii/1ug DNA (Kindle,

1990). Snad také pravé proto se brzy stala tato jednoducha a dobre reprodukovatelna technika velmi
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oblibenou a Siroce rozsifenou metodou pro jadernou transformaci fas. V zapéti byly vsak sklenéné
kuli¢ky vyzkousSeny i pro transformaci chloroplastu Ch. reinhardtii a dosazena transformacni ucinnost
byla rovnéz uspokojiva, a to 50 transformovanych kolonii/1pug DNA (Kindle et al., 1991). Celkova
uspésnost transformace sklenénymi kulickami byla podporena i praci Fenga et al. (2009), kterym se
podafilo prokazat, Ze u Dunaliella salina je diky této metodé mozné ziskat daleko vice
transformovanych bunék neZ pfi biolistice. O kladném vysledku ovSem vyznamné rozhoduje pouZiti
fas s redukci bunécné stény. Pravé tento predpoklad z divodu obrovské komplexnosti a rozmanitosti

ve stavbé bunécnych stén znacné komplikuje schopnost geneticky transformovat fadu druhd fas.

2.3.4. Agrobacterium tumefaciens

2.3.4.1. Princip metody

Agrobacterium tumefaciens je gram-negativni patogenni pudni bakterie, kterd indukuje
proliferaci bunék a vznik nador( u Sirokého spektra rostlin (Ondfej & Drobnik, 2002). Agrobacterium
v podstaté pretvari rostlinna pletiva pro svou potfebu. Kromé bézného bakteridlniho chromozomu
obsahuje i tzv. Ti (tumor indukujici) plasmid, ktery zodpovida za jeji virulentnost. Cast Ti plazmidu tzv.
T-DNA (transferovana DNA) vstupuje ptfi napadeni rostliny do burky a nasledné se integruje do jejiho
jaderného chromozomu (Zaenen et al., 1974). T-DNA jednak obsahuje geny nové cesty biosyntézy
rostlinnych hormon(, které zpUsobuji diferenciaci rostlinnych bunék, a jednak geny pro syntézu
nadorové specifickych latek, tzv. opind, které slouzi bakterii jako zdroj uhliku a dusiku (Ondiej &
Drobnik, 2002). Metodami genového inZenyrstvi bylo Agrobacterium upraveno tak, aby si plné
zachovalo schopnost prenosu genll do napadené rostliny, ale ptritom plnilo funkci trojského koné a

prendaselo geny, které mu do dédi¢né informace podsunul ¢lovék.

2.3.4.2. Aplikace u ras

Transfromace pomoci Ti plazmidu Agrobacterium tumefaciens je u tas teprve ve svych
pocatcich a je zapotrebi tuto techniku ovéfit nezavislymi védeckymi skupinami. Kumar et al. (2004)
prostfednictvim Agrobacterium tumefaciens Uspésné transfromoval jadernou DNA Ch. reinhardtii
geny uidA (f-glukuronidaza), gfp (zeleny fluorescencni protein) a hpt (hygromycin fosfotransferaza) a
dosahl uspokojivé transformacni ucinnosti az 350 transformovanych kolonii na milion pokusnych

bunék. Dalsi prikopnické prace Kumara a Rajama (2007) a Kathiresana et al. (2009) jsou pfrislibem,
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Ze po potrebné optimalizaci bude pravdépodobné mozné pouzit Agrobacterium i pro transformaci

dalsich druh fas.

2.3.5. Shrnuti transformacnich metod ras

Vsem transformacnim metoddm je spolecné, Ze rasy se obvykle pro experiment odebiraji
v exponencialni ¢i pozdné exponencialni fazi rlstu (Mayfield & Kindle, 1990; Doetsch et al., 2001).
Velkou vyhodou v metodé sklenénych kulicek je, Ze prakticky nevyZaduje zadna ndakladna
specializovana zafizeni, nicméné potfeba transformovat rasy s redukovanou bunécénou sténou byva
u mnoha druhil fas pomérné komplikovanou zaleZitosti (Coll, 2006). Pro jadernou transformaci se
bézné vyuziva jak elektroporace, tak sklenénych kulicek a nové se objevuji i studie s Agrobacteriem
tumefaciens. Naproti tomu pfi transformaci chloroplastové se obvykle uprednostiuje metoda
biolisticka. VSechny metody disponuji znaénym mnoZstvim proménnych, které mohou hrat
v transformaci podstatnou roli, napf. pfitomnost nosice exogenni DNA u biolistiky nema vliv (Kindle
et at, 1989), naopak pfi elektroporaci ¢i transformaci pomoci sklenénych kuli¢ek je transformacni
ucinnost vyssi (Shimogawara et al., 1998). Souhrnné je ovsem pro dosahnuti co nejvyssi Uspésnosti
véech jmenovanych transformacnich metod vidy nejpodstatnéjsi kompromis mezi zdsahem co
nejvétSsiho mnoiZstvi bunék a jejich schopnosti tento zdsah preZit. Tab. 1 pfinadsi celkovy pohled

na soucasnou aplikovatelnost metod pro transformaci riznych organel fas a jejich hlavni omezeni.

Tab. 1: Uplatnéni metod jaderné, chloroplastové a mitochondrialni transformace fas a jejich hlavni

omezeni
biolistika elektroporace sklenéné kulicky A. tumefaciens

9 jaderna v v v v
©
£
S chloroplastova 4 x v x
c
o . .
+ mitochondrialni v X x X
= nutn?ft r’edljkce M < v «
o bunécné stény
(%)
E s s
s nakladne' v v < <

vybaveni
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3. Material a Metody

3.1. Material

3.1.1. Pokusné fasy

Standardni kmen fasy Chlamydomonas reinhardtii 137C+ (komercni oznaceni: CCAP
11/32C) byl ziskan z CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa), Scottish Marine Institute, Oban,

Argyll, UK.

3.1.2. Transformacni plazmid

Pokusné fasy byly geneticky transformovany komercéné dostupnym plazmidem P-740, ktery
navrhli Fargo et al. (1998) pro standardni chloroplastovou transformaci Ch. reinhardtii,
z Chlamydomonas center (www.chlamy.org). Tento plazmidovy konstrukt na bazi pUC18 obsahuje
gen aadA (adenosyl-3"-adenyltransferaza) z E. coli ohrani¢eny atpB 5’a rbcL 3'UTR sekvencemi z C.
reinhardtii. Integrace genu aadA do chloroplastového genomu je zajiSténa homologni rekombinaci
se sekvencemi leZicimi na konci invertované repetice B (IRg) a zacatkem kratké unikatni sekvence.
Uspésné transformované tasy nasledné ziskdvaji diky produkci enzymu adenosyl-3'-

adenyltransferdaza rezistenci k antibiotikim spektinomycinu a streptomycinu (Svab et al., 1990).

3.2. Metody

3.2.1. Priprava plazmidové DNA pro transformaci

3.2.1.1. Kultivace bakterii nesoucich plazmid

Zasobni kulturu bakterie E. coli nesouci transformacni plazmid P-740 (uchovavanou

v - 70 °C) jsem napéstovala na pevném LB médiu (tab. 2) s ampicilinem (100 pg/ml) v termostatu
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pfi 37 °C za 24 hod. Poté jsem bakterie prfeockovala na nové LB médium s ampicilinem pomoci tzv.
krizového roztéru a opét nechala kultivovat za stejnych podminek. Inokulaci jedné narostlé kolonie
do 3 ml tekutého LB média s ampicilinem (100 ug/ml) jsem ptipravila startovaci bakterialni kulturu
tfepanou pfi 140 rpm, 37 °C, 5 hod. Ze startovaci kultury jsem vzdy pouzila 100 pl inokulum na 50 ml
tekutého LB média s ampicilinem a nechala tfepat 12 hod. (160 rpm, 37 °C). Z takto narostlych
bakteridlnich kultur jsem poté izolovala plazmidovou DNA, kterd poslouzila k naslednym

transformacénim experimentim.

Tab. 2: Slozeni LB (Luria - Bertani) média (1 1)

1 % pepton 10g
0,5 % kvasnicny extrakt 5g
1 % NaCl 10g

pH upraveno na hodnotu 7 pomoci 1 N NaOH

Pozn. Sterilizace probihala v autoklavu (121 °C, 20 min.).
Pro pevna média byl agar pfidan pred sterilizaci na vyslednou koncentraci 1,5 %.
Ampicilin (zasobni roztok 100 mg/ml) byl pfidan po sterilizaci do média zchladlého na zhruba 60 °C
ve flowboxu na vyslednou koncentraci 100 pg/ml.

3.2.1.2. Izolace plazmidové DNA

Transformacni plazmidovou DNA jsem izolovala pomoci soupravy Qiagen® Plasmid Midi
(Qiagen) nebo Nucleobond® Xtra Midi (Macherey-Nagel) vidy podle priloZzenych navodi. Koncentraci
takto ziskané DNA jsem zjistovala pomoci spektrofotometru Quant Il (Pharmacia Biotech). DNA jsem
zfedila sterilni destilovanou vodou (SDW) na pracovni roztoky o koncentraci 1 pg/ul a ty byly

uchovavany do dalsiho pouZiti pfi - 20 °C.

3.2.1.3. Linearizace plazmidové DNA

Pro jeden z dil¢ich transformacnich experimentl jsem plazmidovou DNA linearizovala
pomoci restrikéni endonukledzy Xmn 1, kterd v sekvenci GAANN/NNTTC jednou Stépi vSechny

plazmidy nesouci rezistenci k ampicilinu. K 20 pl pracovniho roztoku DNA (1 pg/ul) jsem pfidala:
5ul Xmn1(50U) 20 pl pfislusného pufru 2 pl BSA (10 mg/ml) 153 pl SDW (celkovy objem 200 pl)

Smés jsem mirné poklepala prstem, stocila (4 s) a ulozila na 3 hod. do termostatu (37 °C).

Linearizovanou DNA jsem precistila podle nasledujiciho navodu:
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- pridat 200 pl chloroformu a 20 pl 3 M octanu sodného

- vortexovat (max., 1 min.), stocit (13 500 rpm, 4 min.)

- opatrné odsat vodnou fazi do nové mikrozkumavky a k ni pfidat 2/10 objemu 10 M octanu
amonného a trojnasobek objemu 100 % etanolu (HPLC, Merck)

- ponechat po dobu = 45 min. pfi- 70 °C

- stocit (13 500 rpm, 7 min.), odsat supernatant (DNA z(stava prichycena ke zkumavce)

- promyt 70 % etanolem (HPLC), nasledné odsat etanol a nechat vysusit

- rozpustit ve 20 pl SDW a ulozit do - 20 °C

3.2.1.4. Elektroforéza plazmidii

Uspésnost izolace a piipadné linearizace plazmidu jsem kontrolovala pomoci elektroforézy
v 0,8 % agarézovém gelu (agardza pro DNA elektroforézu, Serva) v TAE pufru (tab. 3). Jako velikostni
standard jsem pfi izolaci plazmidu pouzila 1 pl superspiralizované DNA (Invitrogen) a pfi jeho
linearizaci 5 pl linearni DNA (New England Biolabs - NEB). Plazmidovou DNA jsem nandsela ve 3
rdznych objemech (3, 1 nebo 0,5 pl), pfidala 2 ul vkladaciho pufru (NEB) a doplnila SDW na 12 pl.
Elektroforéza probihala pfi napéti 40 V po dobu 5 hodin. DNA v gelu byla nasledné barvena pfidanim
ethidium bromidu do TAE pufru (0,5 g/l) za jemného michani po dobu 30 min. Gel jsem

vyfotografovala na UV transluminatoru pomoci zobrazovaciho systému ImageStore 5 000 (UVP).

Tab. 3: Slozeni zasobniho roztoku TAE

100 x TAE pufr (200 ml)

Tris 97g
EDTA 15g
Ledova kyselina octova 16 ml (pfidat po rozpusténi zahratim predchozich

dvou sloZzek a pomoci dalsich cca 4 ml doladit pH na hodnotu 8)
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3.2.2. Kultivace Ch. reinhardtii

3.2.2.1. SloZeni kultivacnich médii

Pokusné rasy urcené k experimentalnim Gceldm jsem péstovala v tekutém ¢i na pevném
(2 % agar, Duchefa Biochemie) médiu TAP (tab. 4). Zasobni kultura fas byla uchovavana na pevném
(2 % agar) médiu HS (tab. 5). Ke kultivaci fas vtekutém médiu slouzily Erlenmayerovy bariky
provzdusfiované na tfepacce Ci probubldavané plastové valce — viz kap. 3.2.2.2. Pro pevné médium
jsem pouZila sterilni plastové Petriho misky (& 90 mm, 20 ml média). Veskera pripravena média byla
sterilizovana v autoklavu (121 °C, 20 min.) a u selekénich médii bylo po zchladnuti sterilné pfridano

antibiotikum (spektinomycin).

Tab. 4: Slozeni média TAP (TrisAcetate-Phosphate)

TAP (11) — Gorman a Levine (1965)

5x Beijerinckovy soli 10 ml
Fosfatovy roztok 8,33 ml
Tris-acetat 10 ml
Hutnerovy mikroprvky 1ml

Slozeni zasobnich roztoku

5x Beijerinckovy soli (1 1) — sterilizace filtraci

NH,CI 40g
CaCl,. 2 H,0 5g
MgSO, . 2 H,0 10g

Fosfatovy roztok (1 I) — sterilizace filtraci
K,HPO, (bezvody) 14,34¢
KH,PO, (bezvody) 7,26¢g

Tris-acetat (1 |) — sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.)
Tris (base) 242 ¢

Ledova kyselina octova 100 ml

Hutnerovy mikroprvky (Hutner’s Trace Elements)

Komercni dodavatel: www.chlamy.org (Hutner et al., 1950)
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Tab. 5: SloZeni média HS (High Salt)

HS (1 1) — Sueoka (1960) — upraveno podle Bisové (Ustni sdéleni, MBU, Tiebori)

Roztok ¢. 1 10 ml
Roztok €. 2 10 ml
Roztok €. 3 0,5 ml
Roztok €. 4 1ml

2 M Tris (base) 10 ml

pH upraveno na hodnotu 6,7 - 7,2 pomoci koncentrované HCI, sterilizovdno v autoklavu (121 °C,

20 min.), poté sterilné pfidano 5 ml roztoku ¢. 5

SloZeni zasobnich roztoku:

Roztok €. 1 (1 1) — sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.)
NH,CI 50g
CaCl,.2H,0 2g

Roztok €. 2 (1 1) — sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.)
MgS0,.7H,0 20g

Chelatonat zelezito-sodny 1,84g

Roztok €. 3 (1 1) — sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.)

Na,Mo0,.2H,0 58

Roztok €. 4 (1 1) — sterilizace filtraci

H3BO; 3,086g
MnS0,.4H,0 1,180g
C0S0,.7H,0 1,404g
CuS0,.5H,0 1,244g
ZnS0,.7H,0 1,430g
(NH4)sM070,4.4H,0 1,840g

Roztok €. 5 (1 1) — sterilizace filtraci
KH2PO4 72g
K;HPO, 134g

2 M Tris (base) (1 I) — sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.)
Tris base (C;H1:NO3) 242g
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3.2.2.2. Stanoveni ristové kfivky Ch. reinhardtii v tekutém médiu TAP

Stanoveni rlistové krivky Ch. reinhardtii bylo dilezité pro ziskani predstavy o vhodné dobé
kultivace fasy v naSich laboratornich podminkdch pro ndsledné transformacni experimenty.

Vyzkousela jsem dvé varianty dostupnych kultiva¢nich nadob:

1) Erlenmayerovy barky (objem 250 ml, 100 ml média)

2) probublavané plastové valce (objem 1 I, 300 ml média).

Startovaci inokulum Fas bylo vidy velikosti o¢ka bakteriologické klicky (& 4 mm). Rasy jsem
kultivovala v tekutém médiu TAP za kontinualniho osvétleni (1 700 Ix) a tfepani (120 rpm., pouze
pro variantu Erlen. banky) pti teploté 23 °C, ve ctyfech opakovanich pro Erlen. bariky a dvou
opakovdénich pro valce. Vidy po 24 hod. kultivace jsem sterilné odebirala 200 pl narostlé kultury fas,
pod mikroskopem (zvétseno 160 x) zkontrolovala vitalitu bunék a pro nasledny vypocet jsem buriky
inhibovala pfidanim 2 pl Lugolova roztoku. Buriky jsem spocitala pomoci hemocytometru, a to vzdy
ve dvou odbérech z kaidého opakovani obou variant. Ziskané mnoZstvi bunék jsem prepocetla
na prameérny pocet bunék v1 mlmédia a vytvorila ristové krivky pomoci programu Findgraph

(Uniphiz Lab Software).

3.2.2.3. Stanoveni citlivosti Fas ke spektinomycinu

Citlivost Ffasy Ch. reinhardtii k selekénimu antibiotiku spektinomycinu byla stanovena
na pevnych médiich TAP a HS umisténych v termostatickém boxu (Sanyo) pti osvétleni 8 000 Ix,
fotoperiodé 16 : 8 (16 hod. svétlo : 8 hod. tma) a 22 °C. Zvolila jsem celkem 8 koncentraci antibiotika:
0 (pozitivni kontrola), 10, 25, 50, 100, 150, 200 a 300 pg/ml média a pro kazdou variantu Ctyfi
opakovani. Kontrolu narlstu jsem provedla po 1 mésici kultivace a na zakladé vysledk( stanovila
nejvhodnéjsi typ média (TAP vs. HS) a koncentraci spektinomycinu pro selekci transformovanych

kolonii.

3.2.3. Biolisticka transformace

3.2.3.1. Priprava fasové kultury

Rasy ze zasobni kultury na pevném médiu jsem standardné kultivovala v tekutém médiu
TAP v Erlen. barikach provzdusfiovanych na tfepacce nebo v probublavanych valcich (kap. 3.2.2.2) 60,

resp. 96 hod. Po této dobé kultura dosahla nardistu 2 - 3.10° resp. 5 - 7.10° b/ml média. Pfesnou
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koncentraci bunék jsem zjistila pomoci hemocytometru a pod mikroskopem zkontrolovala jejich
vitalitu. Poté jsem Fasy zahustila na 6.107, resp. 3.10® b/ml média centrifugaci pfi 5 000 rpm, 4 min.,
4 °C. Z takto pripravené kultury jsem sterilné nanasela vecer ¢i dvé hodiny pfed transformaci 300 pl
suspenze na Petriho misku — pfi pouziti neselekéniho TAP média (bez spektinomycinu)
na membranovy filtr (0,22 um, @ 47 mm, Durapore™ membrane filters, Millipore) polozeny
na povrch média, pfi pouZiti selekéniho média (koncentrace spektinomycinu 150 pg/ml) pfimo
na agarové médium. Pomoci pipety jsem vytvofrila vrstvu fas kruhového tvaru (cca & 4 cm) a nechala
podle potieby 30 - 45 min. zasychat ve flowboxu. Rasy nanasené vecer pred transformaci na selekéni

médium byly pro zpomaleni metabolickych procest uchovavany pres noc ve tmé pfti 10 °C.

3.2.3.2. Sterilizace spotfebniho materidalu

Pro biolistickou transformaci je nutné vidy predem sterilizovat veskeré pomucky:

- sterilizace v autoklavu (121 °C, 20 min.): kovovy drzak pro pratriné disky, kovové zachytné sitky

a drzaky pro nosic¢e mikroprojektild, nosice mikroprojektil(

- sterilizace 70 % etanolem: vnitfni plastové rozebiratelné soucdsti pfistroje (ponofenim

na alespon 30 min.) a vakuova komora (dtkladnym otfenim bunicitou vatou)

- sterilizace 70 % isopropanolem: prtrzné disky (nékolik vtefin)

3.2.3.3. Priprava mikroprojektil

Pro biolistickou transformaéni metodu jsem pouZivala celkem tfi typy mikroprojektil(:
wolframové velikosti 1,1 um, zlaté velikosti 1,0 um a zlaté velikosti 0,6 um. Pfiprava mikroprojektilQ
probihala vzdy sterilné podle nasledujiciho navodu:

protozZe zlaté Castice mohou vazat znacné mnozstvi vody, je nutné je predem ponechat pfes noc
(12 hod.) pti 180 °C

na analytickych vahach do 1,5 ml mikrozkumavky odvazit 9 mg castic zlata nebo wolframu
(predpokladané mnoiZstvi pro 12 strel, bereme v Gvahu i ztraty béhem pfipravy)

pfidat 1 ml 100 % etanolu (HPLC) a intenzivné vortexovat 3 - 5min.

nechat stat 15 min., stocit (5 s) a opatrné odstranit supernatant

pridat 1 ml SDW a vortexovat 1 min., nechat 1 min. sedimentovat, opét stocit (5 s) a opatrné
odstranit supernatant

predchozi promyvaci krok s SDW opakovat jesté 2 x

k mikroprojektilim pridat 100 pl sterilniho 50 % glycerolu
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Takto pripravené mikroprojektily wolframu, resp. zlata mohou byt bez problému skladovany

pfi-20 °C, resp. 4 °C po dobu aZ dvou tydnu.

Pfed samotnou biolistickou procedurou bylo nezbytné sterilné navazat plazmidovou DNA
na pripravené wolframové i zlaté mikroprojektily podle ndvodu (pro kontrolni vzorky je postup
stejny bez pridani DNA):

- mikroprojektily v 50 % glycerolu vortexovat po dobu 5 min.
- stale za vortexovani pridat: 10 ul DNA (koncentrace 1ug/pl)
100 pl 2,5 M CaCl,
40 pl 0,1 M spermidinu (vZdy Cerstvé ptipraven)
- pokracovat ve vortexovani 2 - 3 min.
- nechat sedimentovat 1 min., stocit (2 s) a odstranit supernatant
- pridat 280 pl 70 % etanolu (HPLC), poklepat prstem, stocit (2 s) a odstranit supernatant
- pridat 280 pl 100 % etanolu (HPLC), poklepat prstem, stocit (2 s) a odstranit supernatant

- pridat 72 pl 100 % etanolu (HPLC), resuspendovat poklepanim prstem, jemné vortexovat (2 - 3 s)

Mikrozkumavky obsahujici mikroprojektily s navazanou DNA jsem umistila na led a dale
jsem rovnomérné nanasela vidy po 6 pl této smési na jeden vysterilizovany nosi¢. Z jedné
mikrozkumavky jsem tedy pokazdé odebrala mnoiZstvi ¢astic pro celkem 12 stfel. Na jednu stfelu
tudiz po ztratach béhem ptipravy mikropartikuli a naslednému navazovani DNA pfipadlo priblizné

0,5 mg mikrocastic wolframu, resp. zlata a 0,8 pg transformacni DNA.

3.2.3.4. Vlastni transformace

Biolisticka transformace fasy Ch. reinhardtii (Boynton et al., 1993) probihala ve flowboxu
pomoci pfistroje PDS-1000/He Biolistic® Particle Delivery System (BioRad). Jako nosné médium

mikroprojektilt s DNA je zde vyuZivano hélium.

Nasledujici postup byl pro kazdy dil¢i transformacni experiment identicky. Nejprve jsem
umistila sterilni pritrzny disk (vZdy konkrétni typ pro poZzadovany pretlak: 900, 1 100, 1 350 ¢i 1 550
psi [1 psi = 1 pound-force per sq. inch = 6 895 Pa]) do kovového nosice a nasroubovala jej
do podtlakové komory. Dale jsem zkompletovala prislusny drzak, do néhoz jsem umistila zachytnou
sitku a nosi¢ s mikroprojektily. V poslednim kroku jsem instalovala plastovy nosi¢ spolu s Petriho
miskou s nanesenymi fasami do poZadované vzdalenosti od drzaku mikroprojektilll v podtlakové
komore (tj. 3, 6, 9 nebo 12 cm). Po uzavieni komory v ni byl vyvévou snizen tlak vzduchu o 28 palcl

Hg (28 palct Hg = 948,2 kPa). Tlakem He (konkrétni hodnota odpovidala typu pratrzného disku) pak
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byly mikrocéastice s DNA (pro kontrolni vzorky bez DNA) vystreleny do fasové kultury. Po vystielu
jsem podtlakovou komoru nechala opét zavzdusnit a cely postup opakovala s novou miskou. Misky
s transformovanymi fasami uzaviené parafilmem jsem ulozila do termostatického boxu (tma nebo
400 Ix, resp. 1700 Ix, fotoperioda 16 : 8, 22 °C). Rasy transformované p¥imo na selekénim médiu
(spektinomycin 150 pg/ml) jsem po tydnu prenesla do intenzivnéjsiho osvétleni (5 000 Ix, resp. 8 000
Ix, fotoperioda 16 : 8, 22 °C). Rasy transformované na neselekénim médiu jsem prenesla spolu
s filtrem po 36 hod. na selekéni médium a do intenzivnéjSiho osvétleni opét po uplynuti jednoho
tydne. Obvykle po 1 mésici probihajici selekce jiz byly na miskach patrné kolonie Ch. reinhardtii

vykazujici rezistenci ke spektinomycinu.

3.2.3.5. Souhrn testovanych podminek

Souhrnem jsem pfi biolistické transformaci Ch. reinhardtii testovala nasledujici podminky:
» tlak He pro vystieleni mikroprojektild s navazanou DNA:

900 psi 1100 psi 1 350 psi 1 550 psi

» vzdalenost, jez mikroprojektily urazi k transformovanym rasam:

3cm 6cm 9cm 12cm

»  typ mikroprojektil(:
wolfram (1,1 um) zlato (1,0 um) zlato (0,6 um)

> typ média TAP pro transformaci:

selekéni (spektinomycin 150 pg/ml) neselekéni (spektinomycin 0 ug/mil)

»  typ P-740 plazmidu pro transformaci:

kruhovy linearizovany (Xmn 1)

»  kultiva¢ni podminky pred transformaci:
e doba kultivace fas 60 nebo 96 hod.
e hustota nanasenych fas 6. 10" nebo 3. 10® b/ml média

e naneseni fas pro transformaci na média vecer ¢i 2 hod. pred transformaci

»  kultiva¢ni podminky po transformaci:
e prenos po 1 tydnu ve tmé ¢i 1 tydnu na mirnéjsim osvétleni (400 Ix, resp. 1 700 Ix)

do osvétleni intenzivnéjsiho (5 000 Ix, resp. 8 000 Ix)
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3.2.4. Elektroporace

3.2.4.1. Kultivace Fas
Rasy ze zasobni kultury na pevném médiu jsem standardné kultivovala v tekutém médiu
TAP (kap. 3.2.2.2) 48, 72 a 84 hod. Po téchto dobéch kultury doséhly nasriistu zhruba 1.10°, 3.10° a
6.10° b/ml média. P¥esnou koncentraci bunék jsem zjistila pomoci hemocytometru a pod
mikroskopem zkontrolovala jejich vitalitu. Poté jsem fasy zahustila na 1.10% b/ml média centrifugaci
5 000 rpm, 4 min., 4 °C a resuspendovala v pfislusném objemu tekutého TAP média s 60 mM
sorbitolem (Wykoff, 1998). Takto ziskana kultura fas byla do pfipravy elektroporacnich kyvet

uchovavéana na ledu.

3.2.4.2. Vlastni elektroporace

Postupovala jsem podle upraveného elektroporaéniho protokolu jaderné transformace
Ch. reinhardtii dle Bisové (Ustni sdéleni, MBU, Trebori) a dle Wykoffa (1998). Pozadovany pocet
sterilnich elektroporacnich kyvet (Electroporation cuvette plus™ — model No. 620 — 2 mm, BTX®, A
Division of Genetronics, Inc.) jsem predem umistila na led. K pfipravené kultufe fas na ledu
(kromé kontrolniho vzorku) jsem ptidala transformacni DNA (1 nebo 2 pug DNA/vzorek = kyvetu,
koncentrace zasobniho roztoku DNA o 1pg/ul) a jemné pomoci mikropipety promichala. Do kazdé
kyvety jsem prenesla 250 ul suspenze a ddle ponechala na ledu po dobu 10 min. Pro samotnou
elektroporaci jsem pouzivala pfistroj ECM 630 (Eletro Cell Manipulator, BTX®, A Division
of Genetronics, Inc.) zapGjéeny z Mikrobiologického ustavu AV CR v Tieboni. Po elektrickém pulzu
byly fasy ponechany v klidu pfi pokojové teploté po dobu 20 min. Poté jsem elektroporovanou
fasovou kulturu prenesla do 10 ml TAP s 60 mM sorbitolem (ve 100 ml Erlen. barice) a dala jemné
trepat pfi mirném osvétleni (1 700 Ix) pres noc. Néasledujici den jsem fasy stocila (3 000 rpm, 2 min.,
4 °C), pelet resuspendovala v0,6 ml TAP a po 200 pl rovhomérné nanesla na 3 Petriho misky
se selekénim médiem TAP (spektinomycin 150 pug/ml). Misky jsem umistila do termostatického boxu
(5 000 Ix, fotoperioda 16 : 8, 22 °C). Jiz po tfech tydnech selekce byly viditelné kolonie Ch. reinhardtii

nesouci rezistenci ke spektinomycinu.

3.2.4.3. Souhrn testovanych podminek

» optimalizace kultivaénich podminek pfed transformaci — doba kultivace:
e 1.10°b/ml (48 hod. kultivace)
e 3.10°b/ml (72 hod. kultivace)
e 6.10°b/ml (84 hod. kultivace)
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> koncentrace transformaéni DNA:
e 1 pug DNA/vzorek (kyvetu)
e 2 ugDNA/vzorek

> nastaveni parametr( pristroje (tab. 6)

Tab. 6: Parametry nastaveni elektroporatoru pro zvolené pokusné varianty

Varianta  Napéti U [kV]: Odpor R [O]: Kapacita c [uF]: Délka pulzu [ms]:
1 0,4 200 150 12
2 0,24 25 1200 30
3 0,4 200 25 2

Pozn. Kazda varianta byla provedena ve 2 - 3 opakovanich.
Varianta 1 byla nastavena podle Bi$ové (Ustni sdéleni, MBU, Tfebor3), varianta 2 podle Hayashia (2001) a
varianta 3 podle Chowa & Tunga (1999).

3.2.5. Kultivace potencionalné transformovanych fas

Zpravidla jiz po 3 - 4 tydnech probihajici selekce Ch. reinhardtii na médiu TAP
se spektinomycinem (150 pg/ml) byly na miskach patrné kolonie vykazujici rezistenci k tomuto
antibiotiku. Tyto kolonie jsem sterilné pomoci paratka odebrala a rozetfela na novd média TAP
se spektinomycinem. Narostlé potencidlné transformované rasy jsem prQbéiné prepasazovavala

na nova média a odebirala vzorky pro molekuldrni ovérovani genetické transformace.

3.2.6. Detekce pfitomnosti transgenu aadA

3.2.6.1. Tkdnova” PCR

3.2.6.1.1. PouZzité primery

Pro ovéreni metodiky PCR u Chlamydomonas (amplifikace fragmentu chloroplastového

genu rbcl), detekci genu aadA a potvrzeni mista inzerce v chloroplastovém genomu (ptDNA) jsem
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pouZzivala primery navrzené skolitelem a primery dle Goldschmidt-Clermonta (1991) — viz tab. 7 a

obr. 8.

Tab. 7: Sekvence pouZitych primert a predpokladané velikosti amplifikovanych fragment

Velikost
PCR reakce Primer 1 Primer 2 fragmentu
[bp]
rbcl 5'-AAG CTG AACGAATTA  5'-TTG TAG GTA AAC TAG 353
CGT CG -3' AAG GTG -3'
aadA 5'-TTATTT GCC AAC TAC 5'-GAA GCG GTT ATC GCC 787
CTT AGT GAT C-3' GAA G-3'
5'-ACG ATT ACG TCA ATT 5'-CTC CTAAGT TTACTT = 5600
< z obou stran ACG TCG-3' GCCCAAT-3'
2
o
[ | 5'-AGA AGC TAT TAG TAA  5'-GCT AGA CAG GCT TAT = 1350
zleva
§ AGC TGC-3' CTT GG -3'
(3]
qg" 5'-TTATTT GCC AACTAC 5'-CTC CTAAGT TTACTT = 1500
= zprava
P CTT AGT GAT C-3' GCCCAAT-3'
BamH | ;’ ; EcoR |
atpB aadA IR
% %
1 1 2 2

Obr. 8: Umisténi primer( pro dikaz inzerce genu aadA do chloroplastového genomu.

Sipky odpovidaji umisténi pouZitych primerd (&isla 1 a 2 jsou analogicka Primeru 1 a Primeru 2 v tab.
7) a jsou vZdy v paru barevné odliseny: aadA (fialové), inzerce do chloroplastového genomu — z obou
stran (zelené), zleva (Cervéné), zprava (Cerné).
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3.2.6.1.2. Ptiprava vzork(l pro,tkarnovou” PCR

Kovéreni inzerce genu aadA do chloroplastového genomu potencionalné
transformovanych fas jsem pouzila v nasi laboratofi dobfe zavedenou metodu pro rostliny —
tzv. ,tkdnovou” PCR, ve které jako templat slouZi pfimo rostlinné burky. Prostfednictvim primerd
pro gen rbclL jsem potvrdila aplikovatelnost této metody i pro Ch. reinhardtii. Postupovala jsem
nasledovné:

- do 1,5 ml mikrozkumavek umisténych na ledu napipetovat po 40 ul 0,25 M NaOH

-z kazdé napéstované potencialné transgenni kultury Ch. reinhardtii (potomci 1 transformované
bunky) odebrat tkan velikosti ocka bakteriologické klicky a pridat k NaOH

- povafit ve vodni lazni (100 °C, 30 s) a zchladit na ledu

- do kazdého vzorku pripipetovat 40 ul 0,25 M HCl a 20 ul 0,5 M Tris (pH 8; s obsahem 0,25 %
neiontového detergentu Nonidet P-40), promichat

- povafit (2 min.) a opét zchladit na ledu

Takto pripravené vzorky Ize ihned pouzit pro PCR nebo uchovat do dalsSiho pouziti (- 20 °C).

3.2.6.1.3. Vlastni ,,tkanova“ PCR

Vzorky uchovavané pfi - 20 °C jsem povafila (2 min.) ve vodni 1dzni a ndsledné zchladila
na ledu. Dale jsem pracovala podle navodu:

- pripravit reakéni smés o objemu 20 pl, resp. 50 pl na vzorek do 0,5 ml mikrozkumavek
umisténych na ledu — slozeni a objem reakéni smési se liSi podle ocekavané délky
amplifikovanych fragment( (tab. 8)

- malé mnoZstvi bunécné hmoty (odebrat 1 pl pipetou) pridat k reakéni smési

- poklepat prstem a kratce stocit (3 s)

Tab. 8: Slozeni reakénich smési pro ,,tkanovou” PCR

Jkratké” fragmenty (napf. rbcl, aadA) — 20 ul/vzorek

10 % (v/v) PCR pufr (100 mM Tris-HCI; pH 8,3; 500 mM KCl; 25 mM MgClI2; 0,5 % Nonidet P-40)
10 % (v/v) dNTPs (koncentrace kazdého nukleotidu 2,5 mM)

1% (v/v) 20 uM primer 1

1% (v/v) 20 uM primer 2

1,2 % (v/v) Tag DNA polymeréza (Takara; 1,5 U)

76,8 % (v/v) SDW
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,dlouhé” fragmenty (napft. inzerce do ptDNA z obou stran) — 50 pl/vzorek

10 % (v/v) PCR pufr

8 % (v/v) dNTPs F souprava Takara Ex Taq Hot Start (Takara)
0,5 % (v/v) DNA polymerdza Ex Taq HS

1% (v/v) 20 uM primer 1

1% (v/v) 20 uM primer 2

10 % (v/v) PCR enhancer (Epicentre)

69,5 % (v/v) SDW

PCR probihala na pfistrojich T3 Thermocycler (Biometra®) a XP Cycler (Bioer) v 35 reakc¢nich

cyklech — doba elongace se lisila podle ocekavané délky amplifikovanych fragmentu (tab. 9).

Tab. 9: Prubéh reakénich cykla ,,tkarnové” PCR

,kratké” fragmenty (napf. rbcL, aadA)

Denaturace 94 °C, 45 s
Nasednuti primerU (annealing) 55°C,30s
Elongace 72 °C, 2 min.
Po skonceni vSech cykld 4°C

,dlouhé” fragmenty (napf. inzerce do ptDNA z obou stran)

Denaturace 94 °C, 25 s
Nasednuti primer0 (annealing) 55°C,30s
Elongace 72 °C, 5 min.
Po skonceni vsech cykli 4°C
3.2.6.1.4. Elektroforéza v agarézovém gelu

Amplifikované fragmenty DNA jsem pomoci elektroforézy rozdélila v 0,8 % agarézovém gelu
v TBE pufru (tab. 10) s pfidavkem 1 pg ethidium bromidu na 10 ml gelu. Na gel jsem nandsela 20 pl
vzorku s 3,5 ul vkladaciho pufru. Jako velikostni standard jsem pouzila 5 pl 100 bp (NEB), resp. 2 log
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(pro delsi fragmenty) ladderu (NEB). Elektroforéza probihala po dobu 60 min. pfi napéti 100 V. Gel

jsem vyfotografovala na UV translumindtoru pomoci zobrazovaciho systému ImageStore 5000.

Tab. 10: Slozeni TBE pufru (1 1)

Tris base 54 g
Kyselina borita 27,5¢g
0,2 M EDTA (pH 8,0) 50 ml

3.2.6.2. Southernova hybridizace

3.2.6.2.1. Pfiprava rasové kultury

Potencidlné transformované rasy jsem péstovala ve 300 ml tekutého média TAP se
spektinomycinem (100 pg/ml) v probublavaném valci ¢i Erlen. barikdch po dobu minimalné 4 dnd.
Narostlou kulturu jsem poté stocila (5 000 rpm, 4 min., 4 °C) a pelet jsem zvaZila. Pro naslednou
izolaci DNA bylo nutné ziskat alespon 0,5 g fasové biomasy. Pokud jsem pozadované hmotnosti
nedosdhla pti pouziti média se spektinomycinem, pokusila jsem se rasy opakované napéstovat

v médiu bez spektinomycinu. Takto ziskanou fasovou biomasu jsem uloZila do - 70 °C.

3.2.6.2.2. Izolace DNA

DNA z potencialné transgennich fas a netransgenni kontroly jsem izolovala upravenou

metodou autorl Tai a Tanksley (1991) podle nasledujiciho postupu:

v tekutém dusiku rozdrtit 0,5 - 1,5 g fasové hmoty a drt prenést vychlazenou Spachtli do

centrifugacni kyvety

- ihned pridat 15 ml Cerstvé namichaného extrakéniho pufru (tab. 11), protfepat a umistit do
zpracovani vSech vzorkd na led

- inkubovat ve vodni lazni (65 °C, 15 min.) a pribézné protrepavat

- pridat 4,65 ml 5 M octanu draselného, promichat a inkubovat 20 min. na ledu

- stocit (4 000 rpm, 10 min., 4 °C) a supernatant prefiltrovat pres filtr Miracloth (velikost por( 22 -

25 um) do nové kyvety se 14 ml isopropanolu a jemnym otacenim promichat (objevi se svétla

srazenina s DNA)
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- nechat odstat 10 min. pfi pokojové teploté, poté stocit (4 000 rpm, 10 min., 4 °C) a supernatant
odstranit

- pelet 1x oplachnout 5 ml 70 % etanolu a nechat osusit na filtracnim papiru

- osuseny pelet prenést pomoci pipety do mikrozkumavky a rozpustit v 840 pl T5E pufru (tab. 11)

- po uplném rozpusténi pridat 360 pul 10 M octanu amonného a inkubovat 10 min. na ledu

- stocit (13 500 rpm, 5 min.) a supernatant rozdélit zhruba po 650 ul do 2 novych mikrozkumavek

- pridat 500 pl isopropanolu a nechat 5 min. srazet pfi pokojové teploté

- stocit (13 500 rpm, 30 s) a opatrné odstranit supernatant

- pelet DNA promyt 1 ml 70 % etanolu (HPLC)

- opatrné odstranit supernatant (zbytky etanolu odsat pipetou) a pelet nechat oschnout

- rozpustit v 50 - 200 pl (podle mnoZstvi peletu) SDW

- pridat 5 pl RNazy (0,1 pg/ul) na 100 pl vzorku a inkubovat 30 min. pti 37 °C

Koncentraci DNA ve vzorcich jsem zjistovala pomoci spektrofotometru Gene Quant Il
(Pharmacia Biotech) a elektroforetickym porovnanim koncentracni fady standardu A DNA (NEB)

s koncentracni fadou kazdého vzorku. Vzorky byly do dalSiho pouziti uchovavany pfi - 20 °C.

Tab. 11: SloZeni extrakcniho a T5E pufru

Extrakéni pufr (100 ml)

1 M Tris-HCI (pH 8,0) 10 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 10 ml
5 M NacCl 10 ml
10 % SDS 12,5 ml
2 N NaOH 416 pl
SDW 57 ml
Na-bisulfid 0,38¢g
Na-diethyldithiokarbamat 0,38¢g

T5E pufr (100 ml)

1 M Tris (pH 8,0) 5 ml
0,2 M EDTA 2 ml
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3.2.6.2.3. Cisténi izolované DNA

Z kazdého vzorku jsem pro ¢isténi odebrala objem odpovidajici 25 pg izolované DNA a
doplnila SDW na 200 pl. Dale jsem postupovala podle navodu:
- pridat 100 pl fenolu a 100 pl chloroformu
- vortexovat (2 min.), poté stocit (13 500 rpm., 4 min.)
- opatrné odsat svrchni vodnou fazi a pfenést do nové mikrozkumavky
- pridat 2/10 objemu 10 M octanu amonného a trojndsobek objemu 100 % etanolu (HPLC)
- ponechat po dobu =45 min pfi-70 °C
- stocit (13 500 rpm, 7 min.) a odstranit supernatant
- pelet promyt 1 ml 70 % etanolu (HPLC)
- opatrné odstranit supernatant (zbytky etanolu odsat pipetou) a pelet nechat oschnout

- rozpustit ve 100 pl SDW

3.2.6.2.4. Stepeni BamH |

Izolovanou a precisténou DNA jsem Stépila pomoci restrikéni endonukledzy BamH |I.

Ke kazdému 100 ul vzorku DNA jsem pridala 100 pl restrikéni smési slozené z:
20 pl 10x pufr K (Takara) 2 ul BSA (10 mg/ml) 4 ul BamH 1 (60 U) 74 ul SDW

Smés jsem kratce vortexovala, stocila (4 s) a uloZila do termostatu (30 °C). Po 2 hod. byly do kazdého
vzorku ptidany 4 pl BamH | (60 U), po dalSich 2 hod. jesté 6 ul BamH | (90 U). Vzorky byly ponechany
pfes noc pfi 30 °C. Kontrolu Ucinnosti Stépeni enzymem BamH | jsem provedla elektroforeticky
na 0,7 % gelu v TBE pufru. Na gel jsem nandsela vidy 5 pl vzorku DNA po Stépeni s 3 ul vkladaciho

pufru (doplnéno SDW na celkovy objem 13 pl).

3.2.6.2.5. Elektroforéza restrikénich fragmentu

Ke 200 pl vzorku DNA po restrikénim Stépeni jsem pridala 40 pl octanu amonného (2/10
objemu) a 600 pl 100 % etanolu (HPLC, trojndsobek objemu). Vzorky jsem protiepala a nasledné
inkubovala 45 min. pfi - 70 °C. Dalsi postup byl nasleduijici:

- stocit (13 500 rpm, 7 min.), odstranit supernatant a pelet promyt 1 ml 70 % etanolu (HPLC)
- opatrné odstranit supernatant (zbytky etanolu odsat pipetou) a pelet nechat oschnout

- rozpustit ve 30 pl SDW
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Ke kazdému vzorku jsem poté pridala 5 ul vkladaciho pufru a jako velikostni standard jsem pouZzila
1 kb DNA ladder (Gibco BRL). Elektroforéza probihala v 1 % agarézovém gelu vTBE pufru
pti 90 V pres noc. Nasledné byl gel obarven ethidium bromidem (1 mg/l TBE pufru), poté vyfocen

na UV transluminatoru a nepotiebné ¢asti gelu byly odfiznuty.

Pfed samotnym prenosem DNA na membranu byl gel chemicky oSetten ve trech krocich:

- inkubace vroztoku 0,25 M HCl (max. 15 min., mirné tfepani) = nastépeni DNA na kratsi

fragmenty a jeji kyseld depurinace

- oplachnuti gelu destilovanou vodou a preneseni do roztoku 0,4 M NaOH a 1,5 M NacCl (30 min.,

mirné tfepdni) = alkalicka denaturace DNA

- oplachnuti gelu destilovanou vodou a preneseni do neutraliza¢niho roztoku 0,5 M Tris-HCI| a

1,5 M NaCl (= 30 min., mirné tfepani)

3.2.6.2.6. Kapildrni pfenos DNA na membranu

Pro umoznéni kapilarniho pfenosu DNA na membranu jsem postupovala ndsledovné:

- do plastové vany nalit 10 x SSC roztok (zfedén ze zasobniho roztoku 20 x SSC — viz tab. 12)

- pres vanu polozit sklenénou desku a na ni umistit 2 vrstvy papiru 3MM Whatman tak, aby byly
jeho konce ponoreny do 10 x SSC roztoku

- na papir polozit gel

- na gel umistit nylonovou membranu (Nytran Supercharge Nylon Transfer Membrane, Schleicher
& Schuell BioScience, Inc.) a na ni opét 2 vrstvy papiru 3MM Whatman namoceného v 10 x SSC
(vSe o velikosti gelu) — vytladit pripadné bubliny

- nakonec polozZit asi 15 cm silnou vrstvu bunicité vaty a zatizit

Kapildrni pfenos DNA na membranu probihal pfes noc a nasledujici den jsem zkontrolovala
prenos z gelu na UV transluminatoru (v gelu nebyly patrné Zadné zbytky DNA). Membranu jsem
oplachla v2 x SSC a nechala 10 min. susit (80 °C) mezi dvémi vrstvami papiru 3MM Whatman.
Nasledné jsem membranu ozafila (120 mJ/cm?) v crosslinkeru UVC 500 (Hoefer) a poté opét vlozila

do 80 °C (30 min.).

Tab. 12: SloZeni zasobniho roztoku 20 x SSC (1 1)

3 M NacCl 75¢
0,3 M citrat sodny 88,2g
pH 7
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3.2.6.2.7. Znaceni DNA sondy

Jako sonda slouzil 787 bp dlouhy fragment genu aadA, pripraveny pomoci PCR s primery
pro tento gen (tab. 3). Znaceni sondy bylo provedeno pomoci soupravy Rediprime™ Il (Amersham
Pharmacia Biotech), ktera je zalozena na vyuziti nahodnych primerd, a za pouZiti **P znateného dCTP

([0-*2P]dCTP od firmy Izotop Ltd.).

3.2.6.2.8. Hybridizace

Hybridizace probihala podle postupu uvedeného v praci Churche a Gilberta (1984).
Pfed samotnou hybridizaci byla membrana inkubovana po dobu minimdlné 30 min. pti 65 °C v 50 ml
hybridizacniho roztoku (tab. 13). Poté byla pridana znacend denaturovand sonda a hybridizace
pokracovala pfi 65 °C pres noc. Nasledujici den byla membrana 3x omyta (30 min., 65 °C)
predehfatym fosfatovym pufrem (tab. 13). Membrana zatavena v mikrotenové fdlii byla nasledné
exponovana ve specialni kazeté (Storage Fosfor Screen) po dobu 5 hod. Detekce radioaktivniho

signalu byla realizovana v systému Typhoon (Amersham Pharmacia Biotech).

Tab. 13: SloZeni hybridizacniho roztoku a fosfatového pufru

Hybridiza¢ni roztok (50 ml)

1 M NaPO, (pH 7,2) 20 ml
EDTA 100ul
BSA 058
SDA 358

Fosfatovy pufr (500 ml)

10 % SDS 50 ml
1 M NaPO, (pH 7,2) 50 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 1ml
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4. Vysledky

4.1. 1zolace a linearizace plazmidové DNA pro transformaci

Dulezitym prvotnim krokem mé magisterské prace byla Uspésna izolace plazmidové DNA

pro nasledné transformacni pokusy (komeréné dostupnym plazmidem P-740) z bakterii E. coli.

Pro dil¢i experiment jsem tuto DNA také linearizovala pomoci restrikéni endonukledzy Xmn |I.

Uspésnost obou procedur jsem ovéfila elektroforeticky (obr. 9 a 10).

P-740 (0,5 pul; 1 pl; 3 i)

16 210 bp —>

10102 bp —>

8066 bp —>

Obr. 10: Elektroforetogram cirkuldrni a
linearizované formy transformacniho
plazmidu P-740. SM = velikostni standard
superspiralizované DNA, LM = velikostni
standard linearni DNA.

Obr. 9: Elektroforetogram izolované DNA
transformacniho plazmidu P-740. Na gel
naneseny 3 objemy plazmidové DNA
(0,5, 1 a 3 pl). Vdraze jsou patrné
monomerni, dimerni, trimerni a
pfipadné rGzné topoizomerni formy
plazmidu. SM = velikostni standard
superspiralizované DNA.

P-740

SM A LM

superspiralizovana forma

linearizovana forma

16 210 bp —>

10102 bp —»

8066 bp —»>

10 000 bp
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4.2. Kultivace Ch. reinhardtii

4.2.1. Ristové krivky Ch. reinhardtii

Rastové krivky experimentalni fasy Ch. reinhardtii pro dva dostupné typy kultivacnich
nadob (probublavany vdlec, Erlen. barnka provzdusfiovand tfepdnim) jsem stanovila na zakladé
sledovani narlstu bunék ve 24 hod. intervalech béhem Sesti dnu kultivace (obr. 11 a 12). Z obrazkdl je
patrné, Ze dynamika narlstu ras byla pro obé kultivacni nddoby stejna (max. narlst za cca 96 hod.

kultivace), ale dosazena max. hustota Fas byla v probubldvaném valci zhruba o 1/3 vyssi.

Kultivace Ch. reinhardtii ve valci

*1000 by/mi

MNarast bunék

Doba kultivace

Obr. 11: Ristova kfivka Ch. reinhardtii pfi kultivaci v probublavaném valci (300 ml média TAP/vélec,
prdmérné hodnoty pro 2 opakovani).

Kultivace Ch. reinhardtii v Erlen. barice

%1000 byml

Nardst bunék

Doba kultivace

Obr. 12: Rastova kfivka Ch. reinhardtii pfi kultivaci v Erlen. bance (100 ml média TAP/barku,
pramérné hodnoty pro 4 opakovani).
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4.2.2. Vybér selekcni koncentrace spektinomycinu
koncentrace pro ndslednou selekci

Stanoveni  spektinomycinové potencialné

transformovanych kolonii Ch. reinhardtii bylo dalezitym pocatkem mych experimentd.

Koncentracni fada spektinomycinu u média HS:
Jako optimalni koncentraci spektinomycinu pro naslednou selekci transformovanych bunék

jsem u kultiva¢niho média HS urcila 50 pug/ml, kdy jiz zadné fasy vychoziho kmene neptezivaly (obr.

13 a 14).

=

=

SPEC 50 SPEC 100

Obr. 13: Detailni zobrazeni narlstu Ch. reinhardtii na spektinomycinové (spec) koncentracéni fadé u
média HS (koncentrace antibiotika je uvddéna v pg/ml) po 3 tydnech trvani pokusu. Obrazky
narGstu fas u spektinomycinovych koncentraci 150, 200 a 300 pg/ml nejsou zobrazeny,
nebot tyto koncentrace stejné jako koncentrace 50 a 100 pg/ml jiz Zadné fasy neprezivaly.

SPECO SPEC 10 SPEC 25

>

=

SPEC 50
Obr. 14: Typické narlsty ras pro vybrané spektinomycinové (spec) koncentrace (pg/ml) u média HS

po 1 mésici trvani pokusu.
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Koncentracni fada spektinomycinu u média TAP:
Optimalni koncentraci spektinomycinu pro naslednou selekci transformovanych bunék

na médiu TAP jsem stanovila na 150 pg/ml, kdy prezivaly kolonie Ch. reinhardtii v po¢tu max.
jednotek (obr. 15 a 16). Vzhledem k faktu, ze médium TAP je bohatsi na Ziviny a v porovnani

s médiem HS na ném fasy vice prosperuji, zvolila jsem jej nakonec jako jediné kultivacni médium

pro nasledujici transformacni pokusy.

SPEC 10 5 SPEC 25

SPEC 100 SPEC 150

Obr. 15: Detailni zobrazeni narQstu Ch. reinhardtii na spektinomycinové (spec) koncentracni rfadé u
média TAP (koncentrace antibiotika je uvaddéna v pg/ml) po 3 tydnech trvani pokusu.
Obrazky narlstu fas u spektinomycinovych koncentraci 200 a 300 pug/ml nejsou zobrazeny,

nebot tyto koncentrace jiz zadné fasy neprezivaly.

o

SPECO

SPEC 100

SPEC 50

-

SPEC 150

Obr. 16: Typické narlsty fas pro vybrané spektinomycinové (spec) koncentrace (ug/ml) u média TAP

po 1 mésici trvani pokusu.
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4.3. Biolisticka transformace

V pocatecnich experimentech jsem porovnavala Uucinnost biolistické transformace
na selekénim a neselekénim médiu TAP pfi pouziti dvou typl mikrocastic (W 1,1 a Au 1,0 um), 4
rtznych hodnot tlaku He (900, 1 100, 1 350 a 1 550 psi), jimZ jsou mikrocastice pohanény, a 4 rliznych
vzdalenosti (3, 6, 9 a 12 cm), které mikrocastice urazi k cilovému objektu (tab. 14). ProtoZe jsem
z téchto pokusl pfi ovérovani pomoci PCR ziskala jen velmi malé mnozZstvi kolonii Ch. reinhardtii
pozitivnich na pfitomnost aadA, oviem s jasnou prevahou ve prospéch transformace realizované na
neselekénim médiu (tab. 15), rozhodla jsem se pokusy s neselekénim médiem jesté rozsifit o dalsi typ
mikrocastic, a to o zlaté castice velikosti 0,6 um. Avsak z vysledk( (tab. 16) bylo zfejmé, Ze ani tato

obména Cetnost ziskanych pozitivnich kolonii na aadA vyrazné neovlivnila.

Experimentalni fasy jsem do této doby kultivovala po dobu 96 hod., ktera podle zjiSténych
rastovych krivek odpovidala pfechodu z pozdni logaritmické faze rlstu do faze stacionarni (obr. 11 a
12). Rasy jsem pfitom nanasela vmnozstvi 0,9.10° bunék na misku veder pred samotnym
transformacénim pokusem. Vzhledem kvelmi malé Uspésnosti predchozich experimentd jsem se
domnivala, Ze by pravé tyto skutecnosti mohly byt klicové pro ziskani vétSiho mnozstvi
transformovanych kolonii. V dal$im kroku jsem se proto rozhodla fasy kultivovat pouze po dobu 60
hod. (logaritmicka faze rlstu) a nanaset je v nizsi hustoté 2 hod. pfed samotnou realizaci biolistické
transformace. Soucasné jsem na zakladé vysledk( v tab. 14 a 16 v nasledujicich pokusech pouzila
pouze variantu W 1,1 pum, 1 100 psi, 9 cm, pomoci které jsem v jiz uskutecnénych biolistickych
experimentech ziskala celou % z celkového poctu kolonii Ch. reinhardtii pozitivnich pfi PCR na
pfitomnost transgenu aadA. V neposledni fadé bylo mym dalSim zdmérem zjistit, do jaké miry by
mohla ovlivnit Uspésnost transformace linearizace transformacéniho plazmidu a kultivace fas po
biolistice po dobu 1 tydne za tmy ¢i mirného osvétleni (400 Ix). Linearizace plazmidu by mohla
teoreticky usnadnit proces homologni rekombinace. Cilem druhé obmény bylo ponechat fasdm co
nejvétsi prostor pro regeneraci po ni¢ivém zdsahu mikrocasticemi za tmy ¢i za mirného osvétleni, kdy
metabolismus neni tak aktivni jako za osvétleni plného. Transformaci jsem provedla v obou
pfipadech na médiu selekénim i neselekénim. Nicméné ani v téchto experimentech se mi nepodafilo

dosdhnout vyrazného zvyseni transformacni Géinnosti (tab. 17).

Z biolistické transformace Ch. reinhardtii (souhrnem jsem poutzila 320 strel) se mi celkem
podafilo ziskat 194 nezavislych kolonii vykazujicich rezistenci ke spektinomycinu (obr. 17 a 18) a
z toho 25 kolonii bylo pti ovéfovani prostrednictvim PCR pozitivni na pfitomnost transgenu aadA

(kap. 4.5.1.).
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Tab. 14: Vysledky biolistické transformace (W 1,1 a Au 1,0 um) Ch. reinhardtii na selekénim a
neselekénim médiu TAP

Selekéni médium Neselekéni médium
Mikro&astice  Tlak [psi] Vzdalenost Poclet Pocet aadA Poclet Polet aadA
[em] rezistentnich  pozitivnich  rezistentnich  pozitivnich
kolonii kolonii kolonii kolonii

3 6 0 - -

1550 6 6 0 3 0
9 6 0 2 0

12 4 0 4 0

3 0 0 - -

1350 6 6 0 6 0
9 0 0 12 3

W 1,1 um 12 0 0 1 1
3 1 0 - -

1100 6 0 0 3 1
9 2 1 6 5

12 1 0 4 0

3 0 0 - -

900 6 2 0 1 1
9 0 0 4 3

12 0 0 3 0

3 4 0 - -

1550 6 0 0 4 1
9 1 0 3 2

12 2 0 1 0

3 0 0 - -

1350 6 0 0 2 0
9 4 0 2 1

Au 1,0 um 12 4 0 1 0
3 0 0 - -

1100 6 5 0 3 1
9 3 0 2 1

12 0 0 3 0

3 0 0 - -

900 6 1 0 2 0
9 1 0 0 0

12 2 0 0 0

V tabulce je uveden souhrnny pocet ziskanych kolonii ze Ctyf opakovani pro kazdou pokusnou variantu.
Vzdalenost = vzdalenost, kterou mikrocastice urazi k cilovému objektu, - = test nebyl realizovan. Z kontrolniho
testovani prezivani Ch. reinhardtii na médium TAP po biolistickém zdsahu bylo zjisténo, Ze vzdalenost 3 cm je
pro tasy prilis devastujici, proto byla tato vzdalenost z nasledujicich experiment( vynechana.
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Tab. 15: Souhrnny vysledek z tab. 14 pfi biolistické transformaci fas Ch. reinhardtii na selekcnim a
neselekénim médiu TAP (bez ohledu na typ mikrocastic, hodnotu tlaku i letovou vzdalenost
mikrocastic)

Selekéni médium Neselekéni médium
Pocet strel 96 96
Pocet rezistentnich kolonii 50 72
Pocet aadA pozitivnich kolonii 1 20

Varianta vzdalenosti 3 cm neni zahrnuta.

Tab. 16: Vysledky biolistické transformace (Au 0,6 um) Ch. reinhardtii na neselekénim médiu TAP

Mikrocastice  Tlak [psi] Vzdalenost Pocet rezistentnich kolonii Pocet aadA pc.>lzitivnich
[em] kolonii
6 0 0
1550 9 0 0
12 3 1
6 2 0
1350 9 4 0
12 0 0
Au 0,6 um
6 1 0
1100 9 2 2
12 3 0
6 3 0
900 9 3 0
12 0 0
Celkem kolonii ze 48 stiel: 21 3

V tabulce je uveden souhrnny pocet ziskanych kolonii ze ¢ty opakovani pro kazdou pokusnou variantu.
Vzdélenost = vzdalenost, kterou mikrocastice urazi k cilovému objektu. Varianta vzdéalenosti 3 cm nebyla
realizovana.
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Tab. 17: Souhrn vysledk( z biolistické transformace Ch. reinhardtii (W 1,1 pum; 1100 psi; 9 cm)
cirkularnim a linearizovanym plazmidem P-740

Selekéni médium Neselekéni médium
Plazmid 1 tydenni kultivace Pocet Pocet aadA Pocet Pocet aadA
rezistentnich  pozitivnich rezistentnich  pozitivnich
kolonii kolonii kolonii kolonii
400 Ix 11 0 11 0
Cirkularni
tma 6 0 0 0
Linearizovany 400 Ix 4 0 8 1

V tabulce je uveden souhrnny pocet ziskanych kolonii z 9 opakovani pro kazdou pokusnou variantu cirkularniho
plazmidu a 6 opakovdni pro pokusnou variantu plazmidu linearizovaného.

Obr. 17: 1 kolonie Ch. reinhardetii rezistentni ke spektinomycinu po biolistické transformaci pfimo
na selekénim médiu (TAP + spektinomycin 150 pg/ml).
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Obr. 18: 1 kolonie Ch. reinhardtii rezistentni ke spektinomycinu po biolistické transformaci
na neselekénim médiu (TAP) a nasledné vyselektovand na médiu selekénim (TAP +
spektinomycin 150 ug/ml).
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4.4. Elektroporace

V elektroporacnich experimentech jsem porovndvala pouzité mnozstvi transformacni DNA,
dobu kultivace fasy pred vlastni transformaci a parametry nastavitelné na pfistroji (napéti, odpor a
kapacita). Ze vsech elektroporacnich variant jsem celkem ziskala 6 kolonii Ch. reinhardtii
rezistentnich ke spektinomycinu, 7adna vsak po ovéreni PCR nevykazovala pfitomnost genu aadA

(tab. 18).

Tab. 18: Shrnuti vysledkl elektroporace Ch. reinhardtii

. Pocet
. Pocet
Koncentrace Kultivace U [kV] R [O] (WF] t [ms] istentnich aadA
c ms rezistentnic
DNA [pug/ul]  [buriky/ml] H B pozitivnich
kolonii .
kolonii
0,4 200 150 12 0 0
1.10° 0,24 25 1200 30 0 0
0,4 200 25 2 0 0
0,4 200 150 12 0 0
1 3.10° 0,24 25 1200 30 0 0
0,4 200 25 2 2 0
0,4 200 150 12 0 0
6.10° 0,24 25 1200 30 2 0
0,4 200 25 2 0 0
0,4 200 150 12 0 0
3.10° 0,24 25 1200 30 1 0
0,4 200 25 2 0 0
2
0,4 200 150 12 0 0
6.10° 0,24 25 1200 30 1 0
0,4 200 25 2 0 0

V tabulce je uveden souhrnny pocet ziskanych kolonii z 2 nebo 3 opakovani pro kazdou pokusnou variantu.
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4.5. Detekce pfitomnosti transgenu aadA

4.5.1. PCR
Veskeré kolonie Ch. reinhardtii vykazujici rezistenci ke spektinomycinu po transformacnich

procedurach byly testovany pomoci PCR na pfitomnost transgenu aadA (tab. 7, obr. 8. a 19).

Jako kontrola prlibéhu reakce slouzila amplifikace ¢asti chloroplastového genu rbcL.

Ch. reinhardtii nesouci aadA
P-740

1 2 34 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

aadA

1000 bp
787 bp

500 bp

1000 bp

500 bp
353 bp «

Obr. 19: Priklad elektroforetogramu 1z testovani kolonii Ch. reinhardtii rezistentnich
ke spektinomycinu ziskanych po biolistické transformaci pomoci PCR na pfitomnost genu
aadA a ovéreni vzorkl (gen rbcl). Ocekavané velikosti vznikajicich fragmentl byly pro
gen aadA 787 bp, pro gen rbcl 353 bp. Draha 1 = velikostni standard 100 bp DNA, 2 — 16
= potencialné transgenni linie, 17 = reakcni smés bez DNA (negativni kontrola), 18 =
plazmid P-740 (pozitivni kontrola).

Z celkem 194 nezavislych kolonii Ch. reinhardtii rezistentnich ke spektinomycinu
po biolistické transformaci jsem zjistila pomoci PCR pfitomnost transgenu aadA u 25 linii, zatimco
z elektroporacnich pokust se mi nepodafilo ziskat Zadnou kolonii pozitivni na aadA. Pfi ovérovani

mista inzerce transgenu aadA do ptDNA (tab. 7, obr. 8) pomoci PCR u vsech 25 potencialné
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transgennich linii vznikalo vice fragmentl, z nichZz zadny neodpovidal predpokladanym velikostem,
nebo byly pro zménu reakce bez signalu. Po urcité dobé nezdafilych pokusl jsem tedy byla nucena

od PCR upustit a svou pozornost jsem zaméfila na pfipravu Southernovy hybridizace.

4.5.2. Southernova hybridizace

4.5.2.1. PFiprava fasovych kultur a izolace DNA

Predpokladem Uspésné Southernovy hybridizace byla izolace dostatecného mnoZstvi DNA
z potencialné transgennich fas, k ¢emuz jsem potiebovala ziskat minimalné 0,5 g fasové hmoty
od kazdé linie. Tento poZadavek se ukazal byt velice problematicky pti kultivaci potencidlné
transformovanych fas v médiu TAP se spektinomycinem (100 pg/ml). Z 25 linii se takto podafilo
nakultivovat v dostatecném mnoiZstvi pouze 3, zbytek narostl nepatrné nebo vibec. Potfebnou
hmotu se mi podafila nasledné ziskat udalSich 16 linii pfi opakované kultivaci v médiu TAP
bez spektinomycinu (spec). Zbylych 6 linii pfed (béhem pasazovani) ¢i v prabéhu kultivace zcela
zaniklo. Pfehled vsech potencidlné transgennich linii, mnoZstvi ziskané bunééné hmoty a izolované

DNA poskytuje tab. 19.

Tab. 19: Piehled potencialné transgennich linii

Oznaceni Linie m [g] DNA [ug]  Zivotnost
T1 W 1,1 um; 1 100 psi; 9 cm’ 0,50 *P* 50 v
T2 W 1,1 um; 1 100 psi; 6 cm 0,50 ¢ 50 v
T3 W 1,1 um; 1 350 psi; 9 cm 0,90 ***¢ 120 v
T4 W 1,1 um; 1 350 psi; 9 cm 0,65 100 v
T5 Au 0,6 um; 1 550 psi; 12 cm = - x3
T6 W 1,1 pm; 1 350 psi; 12 cm 0,66 80 x4
T7 Au 1,0 um; 1 350 psi; 9 cm 0,388 160 v
T8 Au 1,0 um; 1 550 psi; 9 cm - - x3
T9 Au 1,0 um; 1 550 psi; 6 cm 0,56 40 v
T10 Au 1,0 um; 1 550 psi; 9 cm 1,06 88 4
T11 W 1,1 pm; 1 350 psi; 9 cm 1,20 200 x4
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Oznaceni Linie m [g] DNA [pg]  Zivotnost

T12 Au 1,0 pm; 1 100 psi; 6 cm 0,79 40 x4
T13 Au 1,0 um; 1 100 psi; 9 cm 1,07 100 x4
T14 Au 0,6 pm; 1 100 psi; 9 cm 0,81 80 x4
T15 Au 0,6 um; 1 100 psi; 9 cm - - x3
T16 W 1,1 um; 1100 psi; 9 cm 0,76 50 4
T17 W 1,1 um; 1100 psi; 9 cm - - x3
T18 W 1,1 um; 1100 psi; 9 cm - - x3
T19 W 1,1 pm; 1100 psi; 9 cm 0,50 15 x4
T20 W 1,1 pm; 1100 psi; 9 cm 1,10 200 v
T21 W 1,1 pm; 900 psi; 9 cm 0,88 80 x4
T22 W 1,1 um; 900 psi; 9 cm - - %3
T23 W 1,1 pm; 900 psi; 9 cm 0,60 80 x4
T24 W 1,1 um; 900 psi; 6 cm 0,89 80 v
T25 W 1,1 pm; 1100 psi; 9 cm’ 1,00 70 v

transformovana pfimo na selekénim médiu, zbylé linie na médiu neselekénim,

2 transformovana linearizovanym plazmidem, zbylé linie plazmidem cirkularnim

P TAP uréené ke kultivaci obsahovalo spektinomycin (100 pg/ml)

v = linie pfeZivad na pevném selekénim médiu,

%2 = linie zanikla pied & v pribéhu kultivace pro S. hybridizaci

x* = linie zanikla v obdobi po realizaci S. hybridizace

m = hmotnost nakultivované bunééné masy potencialné transgennich linii b&hem min. 4 dnd ve 300 ml TAP,
DNA = mnozstvi izolované DNA

4.5.2.2. Vlastni hybridizace

Vysledek Southernovy hybridizace doplnény o ndslednou PCR pro pfitomnost aadA
ve vzorcich DNA izolované z potencialné transgennich linii Ch. reinhardtii pro hybridizaci ukazuje obr.
20 a 21. U 10 linii doSlo v prabéhu kultivace ke ztraté transgenu aadA. Naopak u 9 linii se pfitomnost
transgenu pfi hybridizaci i PCR potvrdila (oznaceny cervené), avsak zadny ze vzniklych fragment
u hybridizace neodpovidal predpokladané velikosti ¢asti sekvence ptDNA po integraci transgenu
aadA do chloroplastového genomu Ch. reinhardtii na zakladé homologni rekombinace (9,7 nebo 8,9
kbp). U 6 potencialné transgennich linii vznikl fragment podstatné vétsi (> 12 kbp) a u tfech linii doslo

k vicenasobné inzerci transgenu s neuvéritelné podobnym vzorem.
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T3 T4 T11 T6 T1 T16T19 T20T2 T21T23T24 T9T10 T7 T13 T12T14T25 W M1

- L e
12 kbp
~
- , 6 kbp
-~
-
- = -

3 kbp

1,6 kbp

Obr. 20 : Southernova hybridizace potencidlné transgennich fas Ch. reinhardtii se sondou odvozenou
od genu aadA. Drahy T3 - T25 = potencialné transgenni linie (tab. 20), W =
netransformovana standardni kultura Ch. reinhardtii, M1 = velikostni standard 1 kb DNA
(Gibco BRL).

M2 P T3 T4 T11 T6 T1 T16 T19 T20 T2 T21 T23 T24 T9 T10 T7 T13 T12 T14 725 W R

-~
787 bp
500 bp

Obr. 21: Elektroforetogram z PCR amplifikujici 787 bp fragment transgenu aadA. Draha M2 = vel.
standard 100 bp DNA, P = plazmid P-740, T3 - T25 = potencialné transgenni linie (tab. 20),
W = netransformovana standardni kultura Ch. reinhardtii, R = reakéni smés bez DNA.

49



5. Diskuze

V mé magisterské praci jsem se pokusila provést transformaci chloroplastového genomu
(ptDNA) zelené tasy Chlamydomonas reihardtii  pomoci dvou dostupnych metod genetické
transformace, a to biolistiky (genového déla) a elektroporace. Biolistickd transformacni metoda je
vSeobecné povazovdna za nejucinnéjsi nastroj pro transformaci chloroplastového genomu, a to i pres
skutecnost, Ze tato metoda dosahuje pouze nizké transformacni ucinnosti (Lumbreras & Purton,
1998). Usp&snda transformace ptDNA prostiednictvim elektroporace u studovaného objektu Ch.
reinhardtii dosud nebyla na rozdil od jaderné transformace, jez ma vyznamné vysokou
transformacnich Ucéinnost (Shimogawara et al., 1998), popsana. K myslence pokusit se pouzit
elektroporaci k transformaci ptDNA tohoto organismu nas privedl fakt, Ze polyetylen glykolem
zprostredkovana transformace rostlinnych protoplast( je Uspésné pouzivana jak pro jadernou, tak i
plastidovou transformaci (napf. Nugent et al., 2006). Od dalsi alternativni metody plastidové
transformace Ch. reinhardtii, velmi oblibené transformace pomoci sklenénych kulic¢ek, jsem musela
upustit hned v pocatcich mé prace, nebot tato metoda vyzaduje u cilového objektu redukci bunééné
stény (Harris, 2009). V predbéinych experimentech (nejsou soucasti prace) se mi v nasich
laboratornich podminkach nikdy nepodafilo izolovat tzv. autolysin, enzym, ktery fasy vylucuji pfi
pohlavnim cyklu rozmnozovani a ktery se béiné vyuzivd k redukci bunécné stény pro ndsledné
transformacni experimenty (Kindle, 1990; Kindle et al., 1991). U obou dostupnych metod jsem se

.....

transformacni ucinnost.

5.1. Biolistika

PFi biolistické transformaci jsem se zabyvala fyziologickym stavem akceptorovych bunék,
jenZ byl ovliviiovan délkou kultivace fas pred samotnou transformaci (60 nebo 96 hod.), dobou
vysevu pokusnych fas na pevné médium pro transformaci (vecer ¢i 2 hodiny pred transformaci) a
mnoZstvim fas uréenych k transformaci (6. 10’ nebo 3. 10% b/ml média). Déle jsem studovala vliv typu
a velikosti pouzitych mikrocastic (W 1,1 um; Au 1,0 um a Au 0,6 um), hodnoty tlaku hnaciho plynu
(hélium: 900, 1 100, 1 350, 1 550 psi) a délky drahy letu mikrocastic k cilovému objektu (3, 6, 9 a 12
cm) na transformacni Ucinnost. Také jsem zkoumala, ktery typ média (HS ¢i TAP) je pro transformaci
vhodny a zdali je rozhodujici transformovat burky pfimo na selekénim médiu (obsahujicim selekéni
antibiotikum spektinomycin 150 pg/ml) ¢i na médiu neselekénim (bez spektinomycinu). A¢ se fada

autorli (Debuchy et al., 1989; Mayfield & Kindle, 1990; Jarvis & Brown, 1991) shoduje, Ze linearizace
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nema na transformacni Ucinnost pfi biolistice vliv, rozhodla jsem se toto tvrzeni ovérit a své pokusy
jsem jesté doplnila o transformaci s linearizovanou formou transformacniho plazmidu P-740.

Pokusné akceptorové burniky musi byt vzhledem kvelice narocnym poZadavkim
na schopnost preziti béhem celého procesu transformace ve velice dobrém fyziologickém stavu.
Nejlepsich vysledk( transformace je zpravidla dosaZzeno pfi pouziti fasové kultury v logaritmické fazi
rastu (EI-Sheekh, 2000), nicméné transformované kolonie lze ziskat i u kultury ve fazi pozdné
logaritmické (Yang et al., 2006; Muto et al., 2009). Vysledky mych experimentl nemohou tato
tvrzeni vyvratit ani potvrdit, nebot jsem pfi transformovani kultury ve fazi jak logaritmické, tak
pozdné logaritmické dosahovala jen velice nizké transformacni Ucinnosti. Podle Harrisové
(nepublikovano) je dale duleZité nandset fasy na pokusnd média vidy nékolik hodin
pred transformaci (idedlné 2 hod.), nebot hlavnim problémem byva, kdyZ rasova kultura na misce
nedostatecné zaschne a zbyla tekutina na povrchu média pak absorbuje podstatnou c¢ast hybné sily
mikrocastic. Tuto podminku jsem vzdy splnila. To zdali jsem kulturu nandsela vecer ¢i 2 hod.
pred vlastni transformaci vSak nehrdlo zhlediska transformacni ucinnosti Zadnou roli. O typu
pouzZivaného média k transformacim (HS vs. TAP) jsem rozhodla jiZz v po¢atecnich experimentech
pfi stanovemi vhodné koncentrace spektinomycinu pro selekci potencidlné transformovanych kolonii
Ch. reimhardtii, kdy fasa na médiu TAP prezivala vyssi koncentraci spektinomycinu (150 pg/ml u TAP
vs. 50 pg/ml u HS). Proto jsem pfi snaze poskytnout fasam co nejlepsi podminky ke kultivaci i
nasledné regeneraci po transformacnim zasahu zvolila vyzivnéjSi médium TAP. Nicméné volba média
dle faktu, Ze néktefi autofi pfi svych experimentech pouZivaji médium TAP (napf. Takahashi et al.,
1991; El-Sheekh, 2000; Manuell et al., 2007) a jini pro zménu voli médium HS (napf. Klein et al.,
1992; Anthonisen et al., 2001), nebude stéZejnim faktorem v UspéSnosti transformace. Se stejnou
rozmanitosti jsem se setkala i pti studiu literarnich zdroji z hlediska transformace rasy pfimo
na médiu selekénim (s antibiotikem) ¢i neselekénim (bez antibiotika). Napft. Ishikura et al. (1999) a El-
Sheekh (2000) zvolili médium selekéni, Newman et al. (1990) a Yang et al. (2006) transformovali
na médium neselekénim. Vysledky mych experimentli hovofi jasné pro transformaci na médiu
neselekénim (v poméru 1 : 24 ziskanym potencidlné transformovanym koloniim), coz je dle mého
nazoru i vsouladu s predstavou, Ze fasy do urcité miry poSkozené biolistickym zasahem maji
bez selekéniho tlaku na médiu bez antibiotika vétsi prostor pro regeneraci, nebot transgen (nesouci
rezistenci k danému antibiotiku) nemusi byt bezprostfedné po transformacni procedure jiz plné
funkéni. Velikost mikrocastic, sila tlaku a letova vzddlenost rozhoduji o tom, zdali tyto mikrocastice
dosdhnou dostatecné rychlosti k priniku do cilové buriky pres bunéénou sténu a nasledné do organel
(Chernobrovkina et al., 2007) — u chloroplastu dokonce musi prekonat dvojitou membranu. V mych
pokusech jsem zjistila, Ze nejvétsi vahu z vySe zminénych tfech proménnych ma letova vzdalenost,

kterou mikrocastice musi urazit k cilovému objektu, nebot aplikace vzdalenosti 3 cm v kombinaci
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s rlznymi hodnotami tlaku i velikosti mikrocastic se ukazala byt pro fasu Ch. reinhardtii naprosto
fatdlni. Poskozeni kultury na miskach béhem biolistického zdsahu z 3 cm bylo patrné pouhym okem
jiz po nékolika dnech, kdy uprostifed misky zlstalo jako pozlstatek dopadu mikrocastic pouze jedno
velké obnazené misto agarového média bez jediné Zivouci kolonie. Na zdkladé této skutecnosti jsem
proto vzdalenost 3 cm udalSich pokusl naprosto vyloudila. Celou jednu pétinu potencialné
transformovanych kolonii Ch. reinhardtii jsem ziskala pti biolistické transformaci v kombinaci
mikrocastic wolframu (1,1 um), tlaku 1 100 psi a vzdalenosti 9 cm. Nicméné jsem si dobie védoma, Ze
pfi tak nizké celkové transformacni Ucinnosti, jiz jsem dosahla, a pouze ¢tyfech opakovéani od kazdé
varianty, jsou jakékoliv zavéry mych pokusl z hlediska volby parametr( biolistické transformace v
kombinaci typu a velikosti ¢astic, hodnoty tlaku a letové vzdalenosti pouze indikativni. Z biolistické
transformace linearizovanym plazmidem P-740 pomoci restrikéni endonukledzy Xmn | jsem pouze u
jedné z 12 ziskanych potencialné transformovanych kolonii rezistentnich ke spektinomycinu potvrdila
pfitomnost transgenu aadA, transformacni ucinnost jsem tedy nijak nezvysila a mohu jen potvrdit, Ze
linearizace vnasené DNA u biolistiky nehraje vyznamnou roli (Debuchy et al., 1989; Mayfield &
Kindle, 1990; Jarvis & Brown, 1991).

AC jsem vyzkousela pomérné velké mnoiZstvi parametrd, které by mohly vyznamné
ovliviiovat biolistickou transformaci pokusného organismu, dosdhla jsem jen velmi nepatrné
transformacni Gcinnosti (z celkem 320 strel bylo pfi PCR pouze 25 kolonii pozitivnich na pritomnost
transgenu aadA). Castym problém biolistické transformace byva vysoka variabilita v poctu ziskanych
transformovanych bunék béhem nékolika opakovani experimentu, coz mohu sama jen potvrdit.
Tento jev je dan skutecnosti, Ze prakticky nelze pro kazdy transformacni ukon ptipravit naprosto
totoZnou smés mikrocastic a transformacni DNA (Sanford et al., 1993). Pokud neni experimentator
dostatecné zrucny, DNA se mu nemusi dokonce podafit navazat na mikrocastice vlbec. Cilova kultura
na jedné pokusné misce je pak pokazidé ostfelovana mikrocasticemi s rdznymi kvalitativnimi
parametry, a proto mohou byt vysledky do znacné miry rozporuplné. Ze stejného dlivodu bohuzel
nemohu nikterak prokazat, Ze jsem se pfi svych experimentech nedopustila zdsadnich chyb
pfi pfipravé mikro¢astic a navazovani DNA, diky ¢emuz jsem nasledné ziskala tak malé mnoZstvi
transformovanych bunék. Divodem mého neuspéchu pfi transformaci by rovnéz mohl byt i vybér
fasového kmenu a vhodného transformacniho plazmidu. Vzhledem k faktu, Ze jsme se v nasi
laboratofi setkali s fasou Ch. reinhardtii vibec poprvé, zvolili jsme pro planované pokusy standardni
kmen (137C+), ktery se béziné pouziva pro zakladni genetické transformace (napf. Ishikura et al.,
1999; Shimogawara et al., 1998; El-Sheekh, 2000; Manuell et al., 2007). Kmen jsme v nasich
podminkach aklimatizovali celkem rychle a bez probléml, a proto se nedomnivam, Ze zde je zdroj
mého nezdaru. Podstatné zadludnéjsi se zda ovsem byt situace se zvolenym plazmidem, ktery jsme

ziskali komer¢ni cestou. Cilové misto pro vloZeni transgenu do chloroplastového genomu na zakladé
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homologni rekombinace je zde pro nase ucely pravdépodobné zvoleno trochu nestastné (kap. 5.4) a
nejasné jsou i vysledky z ovéfovani potenciadlné transformovanych kolonii na zakladé PCR a

Southernovy hybridizace (kap. 5.3.).

5.2. Elektroporace

Elektroporacni pokusy byly od zaéatku mé prace povazovadny pouze za pokus o uplatnéni
této metody, kterd se béziné vyuziva pfi jaderné transformaci, v transformaci chloroplastového
genomu pokusného organismu Ch. reinhardtii. P¥i téchto experimentech jsem testovala rlzné
hodnoty nastaveni pfistroje (napéti, odporu, kapacity — viz tab. 6), fyziologicky stav bunék (z hlediska
doby kultivace pokusné kultury) a mnozstvi vnasené DNA (1 ¢i 2 ug DNA/vzorek), vidy jsem pfitom
vSak vychdazela z dostupné literatury tykajici se uspésné jaderné transformace ras (Hayashi, 2001,
Chow & Tung, 1999). Vzhledem k charakteru celého elektroporacniho pokusu jsem neocekavala
vyraznou Uspésnost svych zasah(ll, coZ bylo nakonec vysledky potvrzeno. Celkem pokusy prinesly
pouze 6 kolonii Ch. reinhardtii rezistentnich ke spektinomycinu, u kterych pomoci PCR nebyla
pfitomnost transgenu aadA prokdzana. Rasy zfejmé nebyly pfi elektroporaci viibec zasaieny nebo
naopak byl zasah pfilis devastujici, ¢emuz do urcité miry nasvédcuje i pomérné maly pocet spontdnné

vzniklych mutant( fasy rezistentnich ke spektinomycinu.

5.3. PCR a Southernova hybridizace

Jiz od pocatku ovérovani potencidlné transgennich kolonii Ch. reinhardtii vzniklych
po transformacnich zdsazich jsem se potykala s problémy PCR u delSich fragment( (pro ovéreni mista
inzerce transgenu v chloroplastovém genomu na zakladé homologni rekombinace). Prakticky jedina
PCR, ktera davala jednozna¢nou odpovéd, se tykala ovéreni samotné pritomnosti transgenu aadA u
téchto kolonii (amplifikace 787 bp fragmentu). U ostatnich PCR nikdy nevznikly fragmenty predem
nevznikaly Zadné fragmenty, a to ani v homologni oblasti samotného transformacniho plazmidu
P-740. Nepatrnou zminku o problémech nékterych laboratofi s aplikaci PCR u chloroplastového
genomu Ch. reinhardtii jsem nalezla v préci Harris (2009) citujici Sagera a Ishidu (1963), ktefi tvrdi, Ze
PCR u ptDNA muZe byt u tohoto organismu zkomplikovdna vysokym obsahem bazi guaninu a
cytosinu. My jsme ddle shledali jedno podstatné uskali, kdy se v chloroplastovém genomu opakovala
15bdzova c¢ast cilové sekvence jednoho z primer( 13 x. Po pozitivni PCR na aadA jsme tedy méli
pouze jistotu, Ze se transgen aadA pti transformaci vlozZil nékam do genomu (jaderného,

chloroplastového, mitochondridlniho). Transgen mohl byt jak funkéni a exprimovat se (kolonie by na
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zakladé funkéniho produktu vykazovaly rezistenci ke spektinomycinu), tak i nefunkéni (v pripadé, ze
by se integroval do rtasy, kterd ziskala rezistenci vici spektinomycinu prostfednictvim spontanni
mutace — Harris et al., 1989). AC mély byt soucasti vnaseného uUseku DNA s transgenem regulacni
sekvence schopné plné funkce pouze v chloroplastu, nemlzeme zcela vyloudit integraci transgenu i
do genomu jaderného ¢i mitochondridlniho s plnou ¢i ¢astecnou funkénosti — viz dale. Srozumitelnéjsi
informace jsme se pokusili ziskat na zakladé Southernovy hybridizace.

Pfi Southernové hybridizaci dalo pozitivni signdl pro transgen aadA pouze 9 potencidlné
potencidlné transgennich linii z celkem 25 jiz dfive ovérenych linii pfi PCR (izolace DNA byla
provedena pouze u 19 linii, zbylé zanikly béhem pasazovani). Tento vysledek potvrdila i ndsledna PCR
amplifikujici 787 bp fragment genu aadA. U 10 potencidlné transgennich linii tedy doslo ke ztraté
genu aadA. Vysvétlenim by mohlo byt, Ze tyto linie byly zfejmé spontannimi mutanty, jez ziskaly diky
této mutaci rezistenci k selekénimu antibiotiku, a postupné béhem pasazovani o integrovany, ale
nepotfebny gen aadA prisly. Gen mohl byt integrovdn kdekoliv v jaderném, chloroplastovém i
dokonce mitochondridlnim genomu. U 4 linii pozitivnich na aadA avsak zaniklych béhem pasazi se
mohu domnivat, Ze gen se zde pravdépodobné integroval do jaderného genomu v blizkosti silného
promotoru — mohl byt tedy po urcitou dobu exprimovan, coZz fasam umoznovalo prezit
pod selekénim tlakem. Nahodné vSak dochazelo k uml¢ovani tohoto genu, které je zcela bé&znym
jevem pfi jaderné transgenozi, zejména pfi vicenasobnych inzercich (Harris, 2009). Rasy tak postupné
ztracely schopnost rezistence ke spektinomycinu a hynuly. Pfipad, Ze by se jednalo o chloroplastové
transformanty s funkénim genem, muZeme vyloudit, nebot pod selekénim tlakem antibiotika by
nemohlo dojit k jeho eliminaci prostfednictvim chloroplastovych reparacnich systém(. Teoreticky by
se zde mohlo jednat i o spontanni mutanty, u nichZ se transgen mohl integrovat na riznd mista
ve vsech tfech genomech, ale byl nefunkéni (i presto vSak daval signdl v PCR) a pfi reverzni mutaci se
fasy staly opét citlivymi k antibiotiku a nasledné uhynuly. U Zadné z9 kolonii pozitivnich
na pritomnost aadA vsak opét (jako u PCR) nevznikly fragmenty predpokladané velikosti po integraci
transgenu do cilového mista v ptDNA na zakladé homologni rekombinace. U 8 linii jsou patrné
podstatné vétsi fragmenty. Zde je vSak nutné podotknout, Ze kontrola stépeni DNA pomoci BamH |
nepoukazala na Zadny problém, a proto by se mohlo jednat o integraci na zdkladé jednostranné
homologni rekombinace (Kindle et al., 1991) spise neZ o nedokonalé stépeni pfislusnou restriktazou.
Pak by byl do genomu kromé pozadovaného fragmentu s genem aadA vloZen cely plazmid a sondou
oznaceny prouzek by byl znacné vétsi, neZ se oCekdvalo. U tfech potencidlné transgennich linii je
napadné si podobna vicenasobna inzerce transgenu, ale opét se pouze dva fragmenty jen hrubé blizi
pozadované velikosti (9,7 nebo 8,9 kbp). Vzhledem k ur¢itému opakujicimu se vzoru se miZeme
domnivat, Ze by inzerce mohla byt chloroplastovd na zakladé mnohondsobné homologni

rekombinace. Ale vzhledem k faktu, Ze jsou zndmé i prace (Sodeinde & Kindle, 1993; Gumpel et al.,
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1994), které prichazeji s myslenkou homologni rekombinace v jaderném genomu Ch. reinhardtii a
jinych druhll fas (Minoda et al., 2004), mohlo by se jednat i o transformaci jadernou — opét
u spontannich mutantl ¢i v pfipadé inzerce nékterého zfragmentl s aadA do blizkosti silného
promotoru. Nebo by se mohlo jednat o kombinaci vloZeni transgenu do rdznych ¢asti vSech genomu
na zakladé urcité podobnosti mistnich sekvenci, které by umoznily homologni rekombinaci. Problémy
s kultivaci fas pod selekénim tlakem antibiotika napovidaji, Ze u mnohych linii by pfipadala v Gvahu
pravé méné ucinna spontanni mutace (Harris et al., 1989). Je znamo, Ze inhibi¢ni latky se vice
projevuji v tekutém médiu ne? na pevném (Harris, 2009). Rasy s méné Uéinnou spontanni mutanci
tak mohly na pevném médiu s antibiotikem preZivat, zatim co pfi pfenosu do tekutého média byl rist
inhibovan, ¢i byly rfasy dokonce usmrceny. Gen aadA by byl vtomto pfipadé opét pouze nefunkénim
artefaktem po transformacénim zasahu kdekoli a v kterémkoli z genomu. Jsem si naprosto védoma, Ze
mé zavéry jsou Cisté spekulativni, nicméné po zdlouhavé a bohuZel celkem nelspésné snaze
optimalizovat obé metody genetické transformace Ch. reinhardtii s cilem ziskat vétSi mnozstvi
transformovanych kolonii jsem nemohla z dlvodu casové tisné postoupit k dalSim ovérovacim
metoddm, které by pripadné mohly objasnit celou situaci se vzniklymi potencidlné transgennimi
koloniemi (funkénost genu aadA by mohla byt zjisténa pomoci nothernové hybridizace, ¢i jeho

pfipadny produkt pomoci hybridizace westernové).

5.4. Volba plazmidu

MU0j nezdar pfi transformacnich experimentech a nasledné problémy pfi ovérovani
transformovanych linii Ch. reinhardtii mne vedly k zavéru, Ze pravdépodobnou pfic¢inou muiZe byt
Spatnd volba transformacniho plazmidu, ktery jsme ziskali z Chlamydomonas center
(www.chlamy.org). Homologni rekombinace je zde smérovana do konce invertované repetice B (IRg),
jez neobsahuje kodujici sekvence. To mlze byt do znaéné miry problém, vezmu-li v potaz, Ze se
jednotlivé kmeny mohou v téchto repeticich lisit. Homologni rekombinace pak pfi pouziti kmenu
s nelplné kompatibilni sekvenci v misté integrace nemusi patticné fungovat (Newman et al., 1990).
Do chloroplastového genomu pak mohou byt vkladany rdzné velké fragmenty transformacniho
plazmidu na zakladé jednostranné homologni rekombinace ¢i k integraci nemusi dochazet vibec.
Bylo by proto na misté vyzkouset pro dany kmen fasy rlizné typy transformacnich plazmidd. Nicméné
dalsi typ plazmidu zjiného zdroje, nez od kterého byl zakoupen nas pokusny plazmid, se ndm
nepodafilo ziskat. Dand spolecnost bohuZel neposkytuje celkovou restrikéni mapu nabizeného
transformacéniho plazmidu, ale pouze odkaz na publikaci (Fargo et al., 1998), v niz byl plazmid
vytvofen a nasledné Uspésné pouiit pro transformaci Ch. reinhardtii (nutno podotknout, Ze jiného

kmenu nez je standartni kmen 137C+, ale oba kmeny by se v podstaté od sebe nemély vyrazné lisit).
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Zardazejicim faktem navic bylo, kdyZ doc. Bfiza (Skolitel) pozdéji zjistil, Ze tento plazmid obsahuje dvé
Stépna mista pro BamH | namisto jednoho, deklarovaného v dané publikaci. Bez podrobné sekvence
plazmidu v podstaté nemdame jistotu, jak je ve skutecnosti konstruovan a zdali by potazmo nemohlo

byt néco pfi jeho poutiti v transformacnich experimentech na zavadu.

Na Uplny zavér diskuze bych rdda podotkla, Ze pokud bych méla opét tu moznost vyzkouset
proces genetické transformace u organismu, snimz se setkdvam vibec poprvé, soustredila bych se
stejné intenzivné jak na optimalizaci transformacnich metod, tak i na rlzné typy vyuzivanych
transformacnich plazmid(, popf. na rdzné Uspésné geneticky transformovatelné kmeny daného

organismu podle dostupnych informacnich zdroja.
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6. Zaver

Ve své magisterské praci jsem se pokusila zavést transformaci chloroplastového genomu
(ptDNA) zelené tasy Chlamydomonas reihardtii jako nového modelu pro experimentdlni ¢innost
na oddéleni Molekularni genetiky Ustavu molekuldrni biologie rostlin BC AV CR, v. v. i, vC.
Budéjovicich. VyzkousSela jsem dvé dostupné metody genetické transformace (biolistiku a
elektroporaci). Elektroporace se béiné vyuziva pfi jaderné transformaci studovaného organismu, ale
Uspésnd transformace jeho chloroplastového genomu pomoci této metody zatim nebyla
publikovana. ProtozZe zde Slo o pokus aplikovat elektroporaci na jiny typ transformace, nez je obvyklé,
neni pfilis prekvapivé, Ze mé pokusy skoncily nezdarem. U Zadné z 6 po elektroporaci ziskanych
kolonii Ch. reinhardtii rezistentnich vici selekénimu antibiotiku spektinomycinu se mi nepodafilo
potvrdit pfitomnost transgenu aadA. Naproti tomu biolistickA metoda je, a to nejen u fas,
povaZzovana za nejucinnéjsi prostfedek genetické transformace chloroplastového genomu. Proto bylo
tézisté mych experimentl vyrazné posunuto ve prospéch biolistiky. Z celkového poctu 320 strel jsem
ziskala 194 nezavislych kolonii vykazujicich rezistenci ke spektinomycinu, z toho vSak pouze 25 kolonii
bylo pti PCR pozitivni na aadA. Jednoznacné prokazat, Ze se u téchto potencidlné transgennich linii

skute¢né jednd o transformaci chloroplastového genomu, se mi vsak nepodafilo ani pomoci

Southernovy hybridizace.
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