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Abstract:

The aim of this study was to investigate if electroporation can be used for a preparation
of stable transformants of the green alga Desmodesmus quadricauda. | tested a sensitivity
of D. quadricauda cells to several antibiotics in order to choose a suitable selection marker.
| also tried to optimize electroporation conditions. | tested several electroporation methods
and | tried transformation of cells of asynchronous cultures and in different stages of the cell
cycle in synchronous culture. | tested the effect of sonication and glass beads on cell wall
of coenobia in order to slightly damage it, release individual cells and, thus, affect

the transformation efficiency.
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1 UVOD

Svou praci jsem vypracovala na Mikrobiologickém ustavu, AV CR, v Laboratofi
bunécnych cykli tas v Treboni. Vyzkum zaméfeny na problematiku regulace bunécného
cyklu fas ma v laboratofi jiz dlouhou tradici. V préci jsem se zaméfila na transformaci zelené
fasy Desmodesmus quadricauda, ktera se v této laboratofi vyuziva jako jeden z hlavnich
modelovych organismt.

D. quadricauda je sladkovodni jednobunééna zelena fasa z téidy Chlorophyta, ktera
se doposud vyuzivala zejména pii studiu bunééného cyklu, fotosyntézy, vlivu toxickych
latek a tézkych kovli na morfologii a fyziologii fas. Princip ndsobného dé€leni této fasy,
ktery je unikatni a odliSny od klasického binarniho déleni vétSiny eukaryotnich bungk,
se spolu s bunéénym cyklem Chlamydomonas reinhardtii stal modelovym typem. Zatimco
u C. reinhardtii existuje jiz vice ovéfenych transformacénich postupt, které umoziuji
efektivni genovou manipulaci za ucelem studia genové exprese a mechanismu regulace
buné&¢ného cyklu, u D. quadricauda zatim nebyl vytvotfen transformaéni postup, ktery by
vedl k produkci stabilnich transformantti za u¢elem podrobnéjsiho genetického vyzkumu.

V soucasné dob¢ probiha snaha o osekvenovani genomu D. quadricauda, které by
spolu s nalezenim vhodného transformac¢niho postupu mohlo vytvofit z této zelené fasy novy

modelovy organismus pro geneticky vyzkum.



2 PREHLED LITERATURY

2.1 Modelovy organismus

Desmodesmus  quadricauda,  tiida
zelenivky (Chlorophycea), kmen zelené fasy
(Chlorophyta), je fotoautotrofni jednobunééna
zelena ftasa, kterd je vyznamnou soucasti
sladkovodniho fytoplanktonu a podili se

na vyzivé vodnich zivo€icht. Kazd4a builka

obsahuje jadro a jeden chloroplast s jednim
pyrenoidem (Prochazka et al., 1998).

Nejcastdjsi  forma, ve které se Obr. 1: Desmodesmus quadricauda [1].
D. quadricauda vyskytuje, je forma ¢tyibunécného cenobia (Obr. 1). Cenobium je zvlastni
typ kolonie, kterd je tvofend bunikami jedné generace. Vznikd pii vegetativnim dé¢leni
mateiské buiiky na buiiky dcefiné, ty pak zistivaji ve spoleéném obalu. Rasa D.
quadricauda se rozmnozuje zejména vegetativné, a to mechanismem nasobného déleni, které
se bézné vyskytuje u fas kmenu Chlorophyta. Vznikla cenobia jsou za béznych podminek
nejCastéji Ctyf €1 osmibunéfnd, jen za specifickych podminek vzéacnéji dvoubunécna
(Komarek a Ruazicka, 1969). Vznik mnohobunéénych cenobii je zavisly na okolnich
podminkach — nateploté, mnozstvi svétla a zivin (Setlik et al., 1972), na fotoperiodé
(Steenbergen, 1975) a na celkové rychlosti ristu bunék (Gavis et al., 1979).

Buiiky seskupené v cenobia maji elipsoidni tvar a jsou bezbic¢ikaté. Na okrajovych
buiik4dch cenobia se nachazi 2 ostny, které jsou ptfimou soucasti bunééné stény (Fott, 1967).
Bunééna sténa se skladd ze 3 zakladnich vrstev, podobné jako u ostatnich fas kmenu
Chlorophyta. Vnitini vrstva je sloZzena zejména z celuldozy a oddé€luje jednotlivé burky,
vnéjsi pektinova vrstva spojuje bunky cenobia. Tato pektinova vrstva vznika jesté predtim,
nez se dcefiné cenobium uvolni z mateifské bunky (Bisaptura a Weyer, 1963).

Rasy rodu Desmodesmus se v soudasné dobé ¢asto vyuzivaji pii vyzkumu akumulace
tézkych kovi a jejich vlivu na morfologii a fyziologii fas (Kizilkaya et al., 2012;
Celekli et al., 2013; Umysova et al., 2015; Kovacik et al., 2015), obsahly je také vyzkum
produkce biopaliv a funkce zelenych fas pfi Cisténi odpadnich vod (Wong et al., 2015;
Hamouda et al., 2016). Dalsi velmi dulezitou oblasti vyzkumu D. quadricauda je studium

bunécného cyklu a jeho regulace, podrobnéji viz kapitola 2.2.



2.2 Bunécny cyklus s nasobnym délenim

Za bunéény cyklus se povazuje obdobi od vzniku buiiky az po jeji rozdéleni na bunky
dcefiné. Bunécny cyklus se déli na ¢tyii zakladni faze. Ve fazi G1 bunka roste a pfipravuje
se na déleni, v S fazi probiha replikace DNA, v G2 fazi buika dale roste, v M fazi
probiha déleni jader a v C fazi, oznaCované jako cytokineze, probiha déleni bunky
(Howard and Pelc, 1953). Bunéény cyklus lze také rozdélit na dvé zakladni faze — ristovou
fazi, pii které builkka akumuluje energii a zvétSuje svlij objem (odpovida fazi Gl1),
areproduk¢ni fazi, charakteristickou syntetickymi procesy, jako je napt. replikace DNA
(Mitchison, 1971).

Rasa D. quadricauda a fada dal§ich druh@ fas se rozmnoZuji nasobnym dé&lenim.
Bé&hem jednoho bunééného cyklu se rozdéli na 2" bunék (n je podet déleni), z jedné matetské
buiiky tak vzniknou vice nez 2 bunky dcefiné (obvykle 4, 8, 16). Vyuziti zelenych ftas jako
modelového organismu pro vyzkum bunééného cyklu se ukazalo jako vhodné fteSeni
pro studium jednotlivych fazi bunééného cyklu a umoznilo osvétlit zpusob jejich
vzajemného piekryvani (Zachleder a Setlik, 1990).

Existuje vice typti nasobného déleni zelenych fas, jednim z nejvice studovanych je
bunéény cyklus fasy Chlamydomonas (Lien a Knutsen, 1979) a bunéény cyklus fasy
Scenedesmus (Setlik et al., 1972; Zachleder et al., 1997). Pro viechny typy bunéénych cykli,
které probihaji zplisobem néasobného déleni, plati, Ze béhem jednoho bunécného cyklu
prob&hne vice ristovych a reprodukénich fazi, které se navzajem prekryvaji. Pocet téchto
fazi béhem jednoho cyklu a mira jejich piekryvani je zavisla na vnéjSich podminkach
prostiedi (Setlik et al., 1972; Bisova a Zachleder, 2014).

Zakladnim pfedpokladem, aby se builkka mohla rozdélit na dvé €1 vice dcefinych
bunék, je nékolikandsobné zvétSeni bunéného objemu béhem Gl faze nasledované
dosazenim minimalné jednoho bodu rozhodnuti (“‘commitment point”, CP). Po dosazeni
prvniho CP bunka smétuje k S fazi — tim se spusti reprodukéni procesy spojené s prechodem
do dalsich fazi bunééného cyklu, soucasné vsak muze dochéazet k dals$imu rdstu bunky.
Pokud buiika dosédhne vice CP béhem jednoho bunécného cyklu, je pfedurcena k rozdéleni
na 2" bunék, pficemz n odpovida po&tu dosazenych CP a nasledné i po¢tu déleni.

V pocatecni fazi bunééného cyklu (G1) je nezbytnd role svétla, které umoziuje
fotosyntézu, tj. akumulaci energie potiebné pro dalsi faze bunécného cyklu. Pokud je buiika
vystavena intenzivnimu svétlu dostate¢né dlouhou dobu a stihne doséhnout jednoho ¢i vice

CP, dalsi faze bunécného cyklu (S, G2, M) mohou probihat ve tme bez vnéjsiho piisunu



energie (Zachleder a Setlik, 1990). Tohoto jevu se usp&né vyuziva pii piipravé

synchronnich fasovych kultur (Bishop a Senger, 1971).

2.2.1 Bunécny cyklus D. quadricauda

Bunéény cyklus D. quadricauda se vyznacuje nasobnym délenim, pii némz
se matefska bufika za jednu generaci rozdéli na 2" bunék, pii¢emz n je pocet déleni. Buiiky
po déleni zlstavaji ve formé cenobia a sdili spoleCnou bunéfnou sténu (BiSova
a Zachleder, 2014).

Mnohonasobné déleni D. quadricauda naznacuje, ze b&hem jednoho bunécného
cyklu probéhne vice rlstovych a reprodukcnich fazi, které se vzijemné piekryvaji,
tzn. Ze v buiice probihaji soucasné. Pro pribéh faze G1 potiebuje bunika dostatek svétla
a zivin, aby mohla zvétsit svilj objem a dosdhnout prvniho CP (Setlik a Zachleder, 1984).
Po jeho dosaZeni se v bunice spusti reprodukéni pochody, které za¢inaji predsyntetickou fazi
- pS (Zachleder et al., 1997) a pokracuji replikaci DNA a mitézou. Béhem této reprodukéni
faze vSak buika muze stale rlst a tak se pfipravovat na dosaZeni druhého CP, které opét
spusti kaskadu reprodukénich déjh.

Po kazdé fazi M nasleduje u fasy D. quadricauda G3 faze, ktera ptedstavuje pauzu
mezi mitézou a cytokinezi (Zachleder et al., 1997). Buiiky se tak béhem bunécného cyklu
stanou mnohojadernymi, cytokineze probéhne aZ v Uplném zavéru bunétného cyklu, kdy

jsou vSechny faze M dokonceny (Obr. 2) (Zachleder et al., 2002).
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Obr. 2: Obrazek znazoriuje proces stiidani fazi bunééného cyklu D. quadricauda
(Zachleder et al., 1997).




Kromé obvyklych fazi bunééného cyklu (Gl1, S, G2, M) Ize v bunééném cyklu
D. quadricauda jesté rozlisit pifedsyntetickou fazi (pS) a G3 fazi. Piedsynteticka faze je
soucasti pozdni G1 faze, zacina dosazenim CP a konCi pocCatkem S faze. Tato faze se
od klasické G1 faze 1isi tim, Zze muze probihat i pfi zastaveném rustu, tudiZ neni potieba

vngjSiho zdroje energie (Zachleder et al., 1997).

2.3 Transformace jednobunécnych ras

Metody genetického inZenyrstvi oteviraji nové moznosti pro vyuziti jednobunéénych
fas v biotechnologiich. Jednobunétné tasy jsou nejCastéji vyuzivany jako modelové
organismy pro vyzkum fotosyntézy, regulace bunéného cyklu a ziskavani zivin z prostiedi.
Velkou vyhodou vyuziti jednobunéénych zelenych fas pro vyzkum je jejich velmi nenarocny
zpusob kultivace ve fotobioreaktorech, rychly a snadno kontrolovatelny rist. Pomoci
genetické manipulace téchto organismil lze ziskat experimentdlni materidl pro vyzkum
mnoha buné¢nych, metabolickych a regulacnich procesti, navic tak lze ziskat i alternativni
systémy pro produkci proteinli vyuzivanych v medicing, jako jsou napiiklad hormony
a protilatky (Scranton et al., 2015), nebo k produkci proteint jako vyzivovych dopliki
a krmiv (Leon-Banares et al., 2004).

Prvnim UspéSnym pokusem, pii némz se podafilo vytvofit stabilni transgenni
organismus kmene Chlorophyta, byla transformace C. reinhardtii v roce 1989 (Kindle et al.,
1989). Nejprve se podafilo provést stabilni transformaci chloroplastu (Boynton et al., 1988)
a poté i jadra (Kindle et al., 1989). Rasa C. reinhardtii se od té doby stala hlavnim
modelovym organismem pro vyzkum transformace zelenych fas. Jeji hlavni vyhoda spociva
v kompletné osekvenovaném genomu, ktery mimo jiné umoznuje vést piehledné&jsi vyzkum
Vv této oblasti (Merchant et al., 2007).

Dalsim uspésné transformovanym zastupcem zelenych fas se stala Chlorella
sorokiniana v roce 1996 (Davson et al.,, 1997), Chlorella kessleri v roce 1999
(EI-Sheekh, 1999) a pozd¢ji i Dunaliella tertiolecta (Walker et al., 2005). V roce 2013
se podatilo vytvofit metodu pro transformaci zelené fasy Scenedesmus obliquus pomoci
elektroporace (Guo et al., 2013), u D. quadricauda dosud nebyla stabilni transformace

genomu provedena.



2.3.1 Metody transformace jednobunécnych zelenych ras

Zakladnim predpokladem pro uspéSnou transformaci buiiky je kratkodobé naruSeni
bunétné membrany a zvySeni jeji propustnosti, které umozni malym molekulam DNA
vstoupit do buiky. NaruSeni membrany musi probihat takovym zplisobem, aby dana buika
byla schopna pfezit transformaci bez vyznamného poskozeni (Ledn-Banares et al., 2004).

Existuje mnoho metod transformace tas, které se pouzivaji v laboratotich. Vzajemné
se lisSi zejména svou efektivitou, kterda se piimo vztahuje k pouzitému organismu,
anarofnosti na pristrojové vybaveni laboratofe. Lze je rozd€lit na metody, které
k transformaci bunék vyuzivaji mechanického poSkozeni bunééné membrany, nebo metody

vyuzivajici elektrickych vlastnosti membrany k zvySeni jeji propustnosti.

2.3.1.1 Transformace pomoci sklenénych kulicek

Metoda transformace bun€k pomoci sklenénych kuli¢ek byla nejprve pouzita
u kvasinek (Costanzo & Fox, 1988), poté byla upravena a uspé$né vyuzita pro transformaci
zelenych tas. Jeji princip spo¢iva ve vytvoreni smési, kterd obsahuje médium s bunkami
uréenymi k transformaci, sklenéné kulicky, DNA a polyethylenglykol. Tato smés je poté
po urcitou stanovenou dobu intenzivné michana, ¢imZz dojde k mechanickému naruseni
povrchu bun€k a vniknuti molekul DNA dovnitt bunék. Hlavnim divodem pro pfidani
polyethylenglykolu do smési (vyslednd koncentrace cca 5%) je mnohondsobné zvySeni
schopnosti regenerace bunék po transformaci (Kindle, 1990).

Hlavni pfednost této metody spociva v jednoduchosti postupu, nenarocnosti
na ptistrojové vybaveni a vysoké efektivit¢ transformace v porovnani s jinymi metodami.
Metoda transformace pomoci sklenénych kuli¢ek byla Uspésné pouzita u C. reinhardtii
(Kindle, 1990) a Dunaliella salina (Feng et al., 2009).

Nevyhodou této metody je, Ze je velmi malo G¢inna pfi transformaci fas, které maji
silnou buné¢nou sténu odolnou vii¢i mechanickému poskozeni. V takovém ptipad€ je nutné
pro transformaci pouzit mutantni kmeny bez bunétné stény, nebo bunky kratce
pted transformaci inkubovat v roztoku autolyzinu (Kindle, 1990). Autolyzin je enzym, ktery
hydrolyzuje bunécnou sténu organismu, ve kterém je produkovan. Pfirozené se uplatituje
ve stadiu pohlavniho rozmnozovani, kdy je zapotiebi kratkodobé odstranit bunécnou sténu,

aby mohlo dojit ke splynuti gamet (Jaenicke et al., 1987).



2.3.1.2 Transformace pomoci bombardovani mikroprojektily

Tato metoda byla poprvé pouzita pro transformaci rostlinnych bunék jako dalsi
alternativa pro organismy, u nichz jiné metody transformace nebyly vhodné
(Klein et al., 1987). Metoda byla tGspé$né aplikovana pii transformaci chloroplastu fasy
C. reinhardtii a pozdé¢ji i jejiho jadra (Boynton et al., 1988; Kindle, 1989).

Princip této metody spocivd v tom, Ze malé¢ mikrocastice tézkych kovi (obvykle
se pouzivd zlato nebo wolfram) pokryt¢ DNA jsou vystifelovany vysokou rychlosti
do roztoku bunék. Mikroc¢astice timto zptisobem prostoupi bunéfnou sténou i membranou
a vpravi molekuly DNA do bunky (Vain et al., 1993). Hlavni vyhoda této metody spociva
VvV tom, ze lze do bunék vpravit pomérné velké mnozstvi DNA a ani bunécna sténa zde neni
pfekazkou. Hlavni nevyhodou této metody je jeji narocnost na pfistrojové vybaveni
laboratote. Také jeji ucinnost neni piili§ vysokd ve srovnani s metodou sklenénych kuli¢ek

(Kindle, 1990).

2.3.1.3 Transformace pomoci vlaken z karbidu kiremiku (SiC)

Prvni studie s vyuzitim této metody transformace byla uskute¢néna u rostlin kukutice
Zeamays a tabaku Nicotiana tabacum (Kaeppler et al., 1990). Vyuziti této metody
pro transformaci zelenych fas bylo poprvé provedeno u C. reinhardtii (Dunahay, 1993).

Metoda transformace bunék pomoci vlaken z karbidu kiemiku (SiC) se velmi podoba
metod¢ sklenénych kulicek a jeji efektivita je s touto metodou srovnatelnd. Smés bunék,
DNA a SiC vlaken se po urCitou dobu intenzivné michd, vlakna SiC narusi povrch bunék
aumozni vniknuti molekul DNA do bunky (Kaeppler et al., 1990). Jeji hlavni vyhodou
ve srovnani s metodou sklenénych kuli¢ek je to, ze touto metodou lze transformovat tasy
S bunéCnou sténou, navic builky pii této metodé maji vyssi schopnost preziti (Dunahay,
1993).

2.3.1.4 Transformace pomoci elektroporace

Elektroporace je metoda, kterd vyuziva intenzivnich elektrickych pulzt ke zvySeni
propustnosti bunééné membrany. Pokud bunku vystavime po dobu nékolika milisekund
silnému elektrickému poli, v membrané¢ docCasné¢ vzniknou poéry, skrze které mohou
molekuly DNA, RNA, ¢i proteini prostoupit dovnitf buniky. Pokud jsou podminky
nastaveny spravné¢, vétSina bunék je schopna regenerovat a bunéénou membranu opétovné

zacelit (Neumann et al., 1982).



K elektroporaci se v laboratofich pouziva pfistroj, ktery generuje kratké intenzivni
elektrické pulzy. Samotnad elektroporace bunc¢k probihd v plastovych nebo sklenénych
kyvetach, které¢ maji po strandch hlinikové elektrody. Elektroporace nejlépe probiha
zasnizené¢ teploty 0 - 4°C. Pfi nizkych teplotich se zpomali opétovné zavirani
membranovych porli a tim se zvysi efektivita transformace. Usp&nost elektroporace
ovliviiuje mnoho faktord, je to naptiklad sila elektrického pole, doba trvani pulzu, slozeni
média, teplota a typ bunéné membrany buiiky. Pro kazdy organismus je tedy nutné tyto
podminky optimalizovat, aby bylo dosazeno pozitivniho vysledku (Brown et al., 1991).

Vyuziti elektroporace pro transformaci zelenych fas bylo uspésné. Jako u vSech
ostatnich metod, i tato metoda dosahuje spolehlivé ucinnosti, zejména pokud je dany
organismus nejprve zbaven bunééné stény. Tento piistup je ale pomérné narocny, protoze je
obtizné vytvofit mutantni linii fas bez bunécné stény piipadné bunécénou sténu enzymaticky
rozkladat a vystavit tak buiniky stresovym podminkam jesté¢ ptfed samotnou transformaci.
Diky elektroporaci se vSak podafilo vytvofit metodu transformace zelenych tfas bez nutnosti
odstranéni bunééné stény. Pii této metodé byl vyuzit ptistroj NEPA21, ktery se od ostatnich
ptistrojii 1i8i tim, ze je schopen generovat nékolik pulzl ve tfech krocich ve velmi kratkém
Casovém tuseku. Timto zplisobem byl do fasy C. reinhardtii vlozen plazmid pHyg3
s hygromycinovou rezistenci, u¢innost této metody vSak stale zlstava ptiblizné¢ 3 x nizsi

Vv porovnani s elektroporaci protoplastti (Shimogawara et al., 1998; Yamano et al., 2013).



2.3.2 Selek¢ni markery a reportérové geny

Selek¢éni markery se vyuzivaji pii transformaci organismt, aby bylo mozné rozpoznat
a odd¢lit bunééné linie, které byly uspésné transformované. Nejlepsi selekéni markery jsou
takové, které vykazuji silnou fenotypovou selekci — netransformované buiky rostou
na selekénim médiu velmi ziidka (nejlépe vibec), zatimco transformované buiiky rostou
velmi intenzivné (Ledn-Banares et al., 2004).

V pocatcich genetické manipulace zelenych tas bylo nejvice pozornosti vénovano
transformaci C. reinhardtii. Jako prvni se pfi transformaci zacaly vyuzivat homologni geny
daného organismu. Nejprve byl nalezen mutantni kmen, ktery obsahoval defektni gen, jenz
organismu znemoznoval piezit za uréitych specifickych podminek. K transformaci byl jako
reportérovy gen pouzit funkéni homologni gen izolovany zdaného organismu
(Ledn-Banares et al., 2004). Jednim z vyznamnych reportérovych gent pro C. reinhardtii je
Nitl, ktery koduje nitrat reduktazu. Ta umoznuje fasam rist v médiu s nitratem jako jedinym
zdrojem dusiku, snizuje tedy vyznamné potiebu amonnych iontd. K transformaci se
pouzivaji mutantni nitl kmeny, které maji tento gen nefunkéni, zaroveini ale musi mit aktivni
Nit2 gen, ktery hraje dilezitou roli v expresi Nitl. Mezi dalsi homologni reportérové geny
patii Arg7, ktery koduje argininosukcinat lyazu. U C. reinhardtii tento gen mtze homologni
rekombinaci nahradit mutaci v tomto genu. Jako selekéni médium se pouziva acetatové
médium bez argininu. (Shimogawara et al., 1998; Kindle, 1990).

Hlavni vyhodou vyuZiti homolognich reportérovych gent pro transformaci je shoda
jejich kodonli se systémem kodonii daného organismu, proto jejich exprese probiha
bez vyznamnych problémi. Dale jsou méné nachylné k umlovani genti pomoci metylace
Leo6n-Banares et al., 2004). Nevyhoda vSak spociva v tom, Ze je slozit¢ nejprve ziskat
ptislusnou mutantni linii daného organismu s nefunk¢énim genem. U haploidnich organismt
se tento problém projevuje méné, ale u diploidnich organismt by byl tento proces piilis
komplikovany. Proto se postupem casu opustilo od téchto reportérovych gent a prednost
dostaly geny s rezistenci k riznym antibiotikiim (selekéni markery).

V soucasné dob¢ je mozné vybirat z velkého mnozstvi selekénich markerti, které
vétSinou obsahuji rezistenci k antibiotikiim, navic je také moZzné vyuZzit upravenych
reportérovych geni pro GFP protein, luciferazu, B glukuronidazu atd. a s jejich pomoci
detekovat uspéSnost transformace. K nejvice vyuzivanym selekénim markerim patii geny

kodujici  rezistenci  k bleomycinu,  paromomycinu, streptomycinu, hygromycinu,



chloramfenikolu a dalsi. Vzhledem k tomu, ze vétSina zelenych fas je rezistentni Kk nékterym
antibiotikiim, je vybér vhodného antibiotika jako selekéniho markeru zna¢né omezeny a je
zavisly na piedchozim testovani rezistence daného kmene fasy k vybranému antibiotiku

(Radakovits et al., 2010).

2.3.2.1 Hygromycin

Hygromycin je jedno z nejvice vyuzivanych antibiotik pro selekci transgennich
rostlin a fas. Hygromycin B patii mezi aminoglykosidova antibiotika (patii sem také
kanamycin, gentamycin, streptomycin...). Hlavnim mechanismem jeho u¢inku na organismy
je inhibice proteosyntézy (Pittenger et al., 1953). Gen rezistence k hygromycinu (aph7) byl
poprvé ziskan ze Streptomyces hygroscopicus. Tento gen koduje hygromycin
fosfotransferazu, ktera detoxikuje hygromycin B ATP-dependentni fosforylaci (Waldron
et al., 1985). Gen aph7 byl pro ucely transformace C. reinhardtii vlozen do plazmidu pHyg3,
kde je exprimovan pod beta 2 tubulinovym promotorem pochézejicim z C. reinhardtii
(Berthold et al., 2002). Tento plazmid se Gspé$né vyuziva pii vyrobé transgennich linii
C. reinhardtii.

2.3.2.2 Zeocin

Zeocin je glykopeptidové antibiotikum patfici do bleomycinové rodiny. Bylo
izolované ze Streptomyces verticillus a obsahuje ionty mé&di Cu** v chelatové forms,
které jsou samy 0 sob& neaktivni a dodavaji zeocinu modré zbarveni. Zeocin je mutagen,
ktery funguje jako interkala¢ni ¢inidlo. Pfi vstupu zeocinu do buiiky se méd’ redukuje na Cu”
a je z molekuly odstranéna. V tento moment dojde k aktivaci zeocinu, ktery je schopny
navazat se na DNA a zpisobit v ni dvouvldknové zlomy, které bunika dokaZe opravit jen
velmi obtizné. Plsobenim zeocinu tak nej€astéji dochazi k nevratnym zménam v fetézci
DNA a nasledné apoptoze (Berdy, 1980).

Gen rezistence k zeocinu (ble) byl vyizolovan z Streptomyces hindustanus. Tento gen
koéduje maly acidicky protein se silnou afinitou k bleomycinovym antibiotikiim. Po navazani
tohoto proteinu k zeocinu dojde K inaktivaci a zamezeni mutagenniho efektu antibiotika
(Gatignol et al., 1988). Zeocin se nejcastéji pouziva v molekularni biologii jako antibiotikum
urcené k selekci bunécnych linii, které obsahuji geny s rezistenci proti tomuto antibiotiku,
nebo jako selekéni marker pfi pripravé transgennich kultur. Vzhledem k jeho mutagennimu

efektu a relativni citlivosti na svétlo a teplo je v n€kterych ptipadech vhodnéjsi vyuzit jiny
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selekéni marker, ktery je stabilnéjsSi a nemd pifimy vliv na poSkozeni DNA

(Le6n-Banares et al., 2004).

2.3.2.3 Paromomycin

Paromomycin je aminoglykosidové antibiotikum, které bylo poprvé izolované
ze Streptomyces krestomuceticus (Davidson et al., 2009). Mechanismus jeho ucinku
na mikroorganismy spoc¢iva v inhibici proteosyntézy. ParomomycCin Se V bufice vaze na
16S rRNA, kterd je soucasti 30S malé ribozomalni podjednotky u prokaryot. Tim dojde

ke vzniku komplexu, ktery brani u¢inné translaci mRNA (Vicens et al., 2001).

2.3.2.4 Zeleny fluorescencni protein (GFP)

Zeleny fluorescenc¢ni protein (zkratka GFP — Green Fluorescent Protein) byl poprvé
izolovan z medtzy Aequorea victoria (Shimomura et al., 1962). Zelena fluorescence se
projevuje po ozafeni modrym svétlem, emisni maximum je pfi 509 nm, coz odpovida
zelenému svétlu. Gen pro GFP se vyuziva v biologii zejména jako reportérovy gen
pro vizualizaci exprese a lokalizace proteini v bunice. Vyuziti GFP ve srovnani s jinymi
molekularné-genetickymi metodami ma mnoho vyhod. GFP protein je relativné maly
(238 aminokyselin), jeho gen se da snadno spojit se zajmovym genem, samotna molekula
chromoforu obsahuje pouze 3 aminokyseliny, které v buiice automaticky cyklizuji.
Zobrazeni lokalizace proteinu pomoci fluorescenéni mikroskopie je snadno detekovatelné
a neinvazivni (Phillips, 2001; Cody et al., 1993).

Vyuziti genu pro GFP jako reportérového genu bylo Uspé€$né v mikrobiologii
zejména u bakterii. Pfi vyrobé transgennich linii C. reinhardtii se nejprve vyuzivaly
homologni geny, vyuziti heterolognich geni pii transformaci C. reinhardtii narazilo
na problém s genovou expresi. Piestoze se bunky podafilo GspéSné danym genem
transformovat, jeho exprese byla nizkd z riiznych, zejména epigenetickych davodi. Ukazalo
se, ze ktomu ve velké mife pfispiva rozdilny systém a vyuziti kodont. C. reinhardtii
obsahuje vyhradné kodony s vysokym obsahem G/C part. Fuhrmann et al. (1999) ptistoupili
k vyrobé modifikovaného genu pro GFP, s nazvem cgfp, jehoz sekvence je prizpiisobena
vyuziti kodond u C. reinhardtii. Gen cgfp byl dale spojen s genem ble pro bleomycinovou
rezistenci pod promotorem rbcS2. Takto prizpisobeny gen pro GFP se ukazal jako plné
funkéni, zaroven se stal prvnim uméle syntetizovanym genem exprimovanym v zelené fase

(Fuhrmann et al., 1999).
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3 CILE PRACE

= QOvéfeni citlivosti divokého kmene D. quadricauda k antibiotikim.

= Testovani kultiva¢nich podminek na ué¢innost transformace — synchronizace kultur,
transformace v rtiznych fazich bunééného cyklu.

= Testovani riznych podminek transformace.

»  Vyuziti sonikace a kuli¢ek za ¢elem naruseni buné¢né stény cenobia D. quadricauda.

=  QOvé¢feni transformantti pomoci PCR.
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4 METODY

4.1 Kultivace ras

Pro kultivaci D. quadricauda jsem pouzila Zivné médium % SS (Setlik — Simmer)
(Zachleder a Setlik, 1982). Jeho sloZeni je uvedené v tabulce I. Rasy jsem kultivovala
na svétle pii konstantni teploté 25°C na Petriho miskach s pevnym zivnym médiem, nebo
Vv tekutém zivném médiu ve fotobioreaktorech.

Pii kultivaci na Petriho miskach jsem do Zivného média ' SS piidala agar, pfi¢emz
jeho vysledné zastoupeni v roztoku bylo 1,5 %. Vyslednou smés jsem sterilizovala
v autoklavu pifi 121 °C po dobu 30 minut a po ¢aste¢ném vychladnuti ptiblizné na 50 °C
rozlévala do misek ve vrstve silné 0,5 cm.

Pii kultivaci ve valcich jsem pouzila tekuté Zivné médium 4 SS. Rasy jsem
kultivovala v laboratornich fotobioreaktorech tvaru valcti 0 objemu 300 ml pfi konstantni
teplot¢ 30 °C, ktera byla udrzovand pomoci vodni lazné. Vélce byly zjedné strany
osvétlované zativkami (Osram DULUX L, 55 W/840) o vinové délce, ktera se pohybovala
mezi 400-720 nm, coz odpovida hodnotam viditelného svétla nezbytného pro fotosyntetické
reakce. Intenzita svétla byla udrzovand na 490 umol.m'z.s. Smés byla provzduSiovana

stalym pfivodem vzduchu obsahujiciho 2 % oxidu uhli¢itého (V/v).

Tab. I: Slozeni zivného média ' SS.

Slouceniny Vysledna koncentrace v médiu
KNO3 2,021 g/l
K,HPO, 0,140 g/l
KH,PO, 0,340 g/l
MgSO, . 7TH,0 0,988 g/l
CaCl, . 2H,0 0,011 g/l
Fe/NaEDTA 0,018 g/l
H3BO3 3,10 mg/l
ZnSQ4 . TH,0 1,43 mg/l
MnSQO, . 4H,0 1,20 mg/l
CuSOq . 5H,0 1,24 mg/Il
CoSOq . TH,0 1,40 mg/Il
(NH4)6M00Oy4 . 4H,0 1,84 mg/I
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Pokud pokusy vyzadovaly synchronni kultury, fasy byly kultivovany po dobu 2-3 dni
stiidavé ve svételnych a tmavych periodach (14 h svétla, 10 h tmy). Nesynchronni kultury

rostly na trvalém svétle.

4.2 Dezintegrace cenobii pomoci kulicek a sonikace

Pro pokus jsem pouzila n€kolik typi a velikosti kulicek: sklenéné kulicky o priméru
0,5 mm, motsky pisek, zirkonové kulicky o priméru 0,7 mm, 2,0 mm a 4,0 mm. Rasy jsem
kultivovala v tekutém zivném médiu % SS ve valcich na nepfetrzitém svétle po dobu
nékolika dnti (asynchronni kultura). Rasy jsem odebrala do 50 ml zkumavky a odstfedila
Vv odstiedivce (Rotina 380 R, Hettich) pti 5000 rpm po dobu 3 minut, nafedila Zivnym
médiem % S8, koncentrace fas byla 1 x 10° bunék/ml. Do 2 ml zkumavky jsem odebrala
1 ml fas a piidala 500 pl kuli¢ek/pisku. Zkumavky jsem intenzivné michala po dobu 1 min,
2 min, 3 min a 5 min. Vzorky jsem fixovala 100 ul 2,5 % glutaraldehydu (Sigma).

Rasy jsem obarvila fluorescenénim barvivem Calcofluor white (Sigma) v poméru
1 ul barviva na 15 pl vzorku fas. Obarvené vzorky jsem inkubovala ve tmé po dobu 5 minut
a nasledn¢ prohlizela ve svételném mikroskopu a ve fluorescencnim mikroskopu
(Olympus BX 51).

Pii piipravé bunék pro sonikaci jsem postupovala obdobn&. Rasy kultivované
ve valci jsem odebrala do 50 ml zkumavky, odstiedila pti 5000 rpm po dobu 3 min
(Rotina 380 R, Hettich), nafedila zivnym médiem Y% SS na vyslednou koncentraci
1 x 10" bungk/ml. Z tohoto objemu jsem 20 ml fas odebrala do isté 50 ml zkumavky, kterou
jsem umistila na led. Sonikace probihala na sonikatoru (Bandelin Sonopuls HD 2200)
pti frekvenci 20 kHz. Vzorky jsem odebirala po 1 minuté, maximalni testovanad doba

sonikace byla 20 minut.
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4.3 Transformace pomoci elektroporace

Rasy urené k transformaci jsem kultivovala v tekutém zivném médiu % SS
ve fotobioreaktorech po dobu 3 dnli za podminek viz kapitola 4.1. Bunky jsem napéstovala
do maximalni koncentrace 2 x 10° bungk/ml, pii vyssi koncentraci se sniZuje kompetentnost
bunék k transformaci.

Z tasové kultury jsem odebrala vzorek a mnozstvi bunck jsem spocitala v Biirkerove
komiirce. Pro jednu transformaci jsem z kultury do zkumavky odebrala 1 x 10% bungk.
Toto mnozstvi bun¢k v zZivném médiu jsem stocila v odstiedivce vychlazené na 5 °C po dobu
5 minut pii 3000 rpm (Rotina 380 R, Hettich). Supernatant jsem vylila a fasovy pelet jsem
ihned pfenesla na led.

Na jednu transformaci jsem k bunikdm ptidala 250 pl Zivného média TAP (slozZeni
v tabulce I1) s 60 mM sorbitolem. Smés jsem ve zkumavce promichala pipetou a pienesla
do 1,5 ml zkumavky. Dale jsem do zkumavky piidala pfislusnou plazmidovou DNA,
mnozstvi pfidané pDNA bylo pfiblizn€ 200 ng. Poté jsem celou smés inkubovala pii 42 °C
podobu 1 minuty a nasledné pienesla zpét na led a tam ji inkubovala po dobu 10 — 15 minut.
Smés jsem poté pienesla do kyvet vychlazenych na ledu. Pro elektroporaci jsem pouzila
kyvety se vzdalenosti elektrod 4 mm. Transformace probihala na elektroporatoru
(ECM 630, BTX) za ptedem stanovenych podminek. Celkem jsem pouzila 3 typy podminek:
400 V, 200 Q a 150 pF s ¢asovou konstantou 14 ms nebo 400 V, 200 Q a 250 pF s ¢asovou
konstantou 20 ms nebo 1000 V, 600 Q a 50 uF s ¢asovou konstantou 3 ms.

Po elektroporaci jsem fasovou suspenzi inkubovala po dobu 20 minut pii pokojové
teploté, nasledné jsem ji pienesla do 100 ml ban¢k s 10 ml zivného média TAP s 60 mM
sorbitolem a dala jsem ji michat na tfepacku na svétlo nebo do tmy po dobu 12-18 h. V této
fazi je dulezité sbuilkami zachdzet Setrné a zbytecné je nepipetovat, protoze jsou
po transformaci velmi citlivé na mechanické poskozeni.

Po regeneraci jsem bunky odstiedila pfi 2000 rpm po dobu 2 minut (Rotina 380 R,
Hettich). Supernatant jsem vylila, fasy rozmichala v 1 ml zivného média TAP a vysela
po 330 ul naPetrino misky s Zivnym médiem ' SS obsahujicim selekéni antibiotikum
(hygromycin, zeocin). Poté byly fasy kultivovany na stalém svétle po dobu 7-10 dnt, dokud
se na miskach neobjevily viditelné kolonie.

Pti kazdé transformaci a pro kazdou variantu podminek jsem odebrala kontrolni
vzorek suspenze fas, ktery prosel totoznym procesem, viz vyse, kromé jediného kroku,

kterym je prfidani plazmidové DNA. Tuto kontrolni suspenzi jsem nakonec vysela jak
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na misky s zivnym médiem % SS s obsahem selekéniho antibiotika, tak na misky s ¢istym

zivnym médiem 2 SS.

Tab. I1: SloZeni Zivného média TAP.

Slouceniny Vysledna koncentrace v médiu
NH.CI 0,4 g/l
MgSO, . 7 H,0 0,19/l
CaCl, .2 H,0O 0,05 g/l
K2HPO, 0,108 g/l
KH,PO4 0,054 g/l
C4H11NO3 2,42 g/l
CH;COOH 19/l
H3BOs; 3,086 mg/l
MnSO, . 4 H,O 1,180 mg/I
CoS0O4. 7 H0 1,404 mg/I
CuS0O,4 .5 H,0 1,244 mg/l
ZnSQO, . 7 H,0 1,430 mg/I
(NHz)sM07024 . 4 H,0O 1,840 mg/I

4.4 Oveéreni citlivosti divokého kmene na antibiotika

Pro pokus jsem vybrala tii druhy antibiotik, paromomycin, zeocin a hygromycin.
Testovani prob¢hlo pomoci takzvaného ,,spot™ testu na Petriho miskach s pevnym Zivnym
médiem ' SS spfidanym antibiotikem o pfedem stanovené koncentraci (pouZita
koncentrace antibiotik byla stanovena na zakladé pfedchozich pokust s C. reinhardtii).

Zasobni pevné zivné médium Y% SS (s agarem) jsem rozehiala v mikrovinné troubé
a zchladila na teplotu mezi 50 — 60 °C. Médium jsem odméfila v odmérnych valcich a odlila
do nékolika kadinek. Po celou dobu jsem pracovala se sterilnim sklem. K zivnému médiu
jsem piidala antibiotika tak, abych dodrZela pfedem urcenou vyslednou koncentraci daného
antibiotika v médiu. Od kazdého antibiotika jsem testovala nekolik riznych koncentraci.
Vysledna koncentrace paromomycinu Vv zivném médiu byla 12 ng/ml, 24 pg/ml, 36 pg/ml

a48 pg/ml, koncentrace zeocinu v zivném médiu byla 10 pg/ml a 20 ug/ml, koncentrace
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hygromycinu 20 pg/ml a 40 pg/ml. Takto pfipravené zivné médium jsem rozlila na Petriho
misky.

Ze zasobni misky s pevnym zivnym médiem % SS jsem odebrala kolonie divokého
kmene fasy D. quadricauda. Rasy jsem rozmichala ve zkumavce v nékolika mililitrech
vody. Pomoci Biirkerovy komurky jsem spocitala koncentraci fasové suspenze. Vyslednou
suspenzi o koncentraci 3 x 10" bun&k/ml jsem prenesla do jamek mikrotitraéni desticky.
Do prvniho sloupce desticky jsem do kazdé jamky pienesla 200 pl fasové suspenze.
Do ostatnich péti sloupcii jsem napipetovala rizné mnozstvi sterilni destilované vody.
V prvnich dvou fadach probéhlo fedéni 10x. Do kazdé jamky 2 az 5 sloupce jsem
napipetovala 180 ul destilované vody a 20 pul fasové suspenze z jamky piedchozi. V fadach
3 a 4 probé¢hlo fedeéni 5x (160 pl destilované vody a 40 pl fasové suspenze) a v fadach 5 a 6
probéhlo fedéni 2x (100 pl destilované vody a 100 pul fasové suspenze).

Z takto pfipravené titraéni destiCky jsem suspenzi fas prenesla pomoci frogovaciho
razitka na predem pfipravené Petriho misky s zivnym médiem Y5 SS obsahujici riizné
koncentrace antibiotik, a také na kontrolni misky s ¢istym zivnym médiem ¥ SS. Rasy jsem

kultivovala po dobu né€kolika dni na svételné polici, dokud se neobjevily jednotlivé kolonie.

4.5 Izolace plazmidové DNA

Plazmidy se udrzuji v bakterialnich bunikach zmrazené ve formé glycerolovych stoki.
Malé mnozstvi zmrzlych baktérii jsem seSkrabla a pfenesla na misky s pevnym Zivnym
médiem LB (obsahujicim navic selekéni antibiotikum ampicilin o koncentraci 100 pg/ml)
tak, abych nasledné mohla izolovat jednotlivé bakterialni kolonie, a kultivovala v inkubatoru
pii 37 °C pies noc. Poté¢ jsem izolovala jednotlivé kolonie a pienesla je do kultivacni
zkumavky s 3 ml zivného média LB s ampicilinem. SloZzeni zivného média LB je uvedené
v tabulce III. Zkumavku jsem ponofila do vodni lazné o teplot¢ 37 °C a baktérie
za soustavného tfepani kultivovala 16 - 18 h.

Plazmidovou DNA jsem izolovala kitem (QIAprep Spin Miniprep Kit (250),
QIAGEN) podle navodu vyrobce. Celkem jsem izolovala 2 plazmidy, plazmid pMF124
s zeocinovou rezistenci a genem pro GFP (Fuhrmann et al., 1999) a plazmid pHyg3
s hygromycinovou rezistenci (Berthold et al., 2002). Koncentraci izolované DNA v roztoku

jsem zm¢étila na spektrofotometru (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific).
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Tab. 11: Slozeni zivného média LB pro kultivaci baktérii.

Sloucenina MnozZstvi na 1 1 média
Pepton 10 g

Kvasni¢ny extrakt 59

NaCl 10 g

Ampicilin 100 mg

4.6 PCR

Prvnim krokem nezbytnym pro PCR reakci je izolace DNA. Z vybranych kolonii fas
jsem izolovala DNA kitem (Plant/Seed DNA MiniPrep, Zymo Research) dle navodu
vyrobce. Do PCR zkumavek jsem pienesla 1,5 ul vzorku DNA a piidala 18,5 pl master mixu
(slozeni v tabulce 1V). VSechny pouzité chemikalie jsou od vyrobce New England BioLabs.

Tab. IV: Slozeni master mixu (objemy platné pro jeden vzorek).

Potadi ptfidavani latek Latka Mnozstvi (pro 1 vzorek)
1. H.0 13,3ul
2. OneTagq standard buffer 10x | 4 ul
3. dNTP (2,5 mM) 0,4 ul
primer ¢. 1 (10 mM) 0,4 ul
4.
primer ¢. 2 (10 mM) 0,4 ul
S. OneTaq polymeraza 0,1 pul

Pred pfiddnim master mixu k vzorku DNA jsem smés promichala a odstiedila. PCR
zkumavku sDNA a pfidanym master mixem jsem opét odstiedila a pfemistila
do termocykleru (Bio-Rad) vyhitatého na 94 °C. Samotna PCR reakce probihala
pii reak¢nich podminkach uvedenych vtabulce V. Ovéfovala jsem pfitomnost genu
pro 18SrRNA a genu ble kodujiciho rezistenci K zeocinu u divokého kmene

a transformantu.
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Tab. V: Schéma reakénich podminek pro PCR reakci.

Reak¢ni teplota Cas (min)
94 °C 0,30 iniciacni denaturace
94 °C 0,30 denaturace )
55 °C (pro 18SrRNA)
0,30 anelace primeru
65 °C (pro ble) > 35x
68 °C 2 polymerizace
J
zaveéretna
68 °C 5

polymerizace

10 °C konec reakce

Vzorky amplifikované DNA jsem pouzila pro elektroforézu. Z PCR zkumavek jsem
odebrala 20 ul vzorku a smichala s 2 ul vzorkového pufru (10x loading dye, Thermo Fisher
Scientific) a pienesla na 1 % agarézovy gel s obsahem etidium bromidu. Jako marker byl
pouzit 1kb DNA ladder (Gene Ruler, 0,1 pg/ul, 50 pg; Thermo Fisher Scientific) a to
0 objemu 3 ul na jamku.

Molekuly DNA jsem rozdé€lila na agarézovém gelu pti 100 V, 500 mA po dobu

30 minut. Vysledky byly zobrazené pomoci transluminatoru (Ultra-Lum).
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5 VYSLEDKY

Cilem pokusi bylo provést transformaci D. quadricauda s vyuzitim metody
elektroporace. Nejprve bylo nutné vybrat vhodné antibiotikum, které by bylo mozné pouzit
jako selek¢éni marker, pomoci které¢ho lze rozliSit uspésné transformované bunky. Jeden
z pouzitych plazmidi obsahoval reportérovy gen pro GFP, ktery je téZ mozno pouzit
pro ovéreni uspesnosti transformace. Dale probéhlo nékolik pokusti o naruSeni bunécné
stény cenobia mechanickym zpusobem za ucelem oddéleni jednotlivych bunék, nebo alespoi

oslabeni jejich bunééné stény a tim zvyseni G¢innosti transformace.

5.1 Testovani citlivosti D. quadricauda Kk antibiotikiim

Nejprve jsem pomoci ,,spot® testu ovéfovala citlivost D. quadricauda K riznym
antibiotikim. Na zdkladé¢ vysledku tohoto testu jsem vybrala vhodné antibiotikum,
které jsem poté pouzila jako selekéni marker pro selekci Gspé$né transformovanych bun¢k.

Pro testovani jsem vybrala tfi rdzna antibiotika — paromomycin, hygromycin
azeocin. Rasy jsem testovala na Petriho miskich s pevnym Zivnym médiem %4 SS
s pfidanym antibiotikem. Pro kazdé antibiotikum jsem stanovila nékolik koncentraci, které
vychézely ze znamych koncentraci antibiotik pouzivanych pfi selekci transformanth zelené
fasy C. reinhardtii — paromomycin 12 pg/ml, 24 pg/ml, 36 pg/ml a 48 pg/ml, zeocin
10 pg/ml a 20 pg/ml, hygromycin 20 pg/ml a 40 pg/ml. Rasy jsem nejprve nafedila
v mikrotitracni desti¢ce v destilované vodé a pomoci frogovaciho razitka ptenesla na misky
s antibiotiky. Misky s fasami byly kultivovany na svétle podobu nékolika dni, dokud
se neobjevily kolonie (viz obr. 3).

Na zakladé¢ pokusu se ukazalo, ze bunky D. quadricauda vykazuji citlivost
Kk pouzitym koncentracim zeocinu a hygromycinu, na miskach s antibiotiky neptezila jedina
kolonie. Z pokusu je dale zfejmé, ze D. quadricauda je ¢astecné rezistentni k testovanym
koncentracim paromomycinu. I pfi nejvyssi pouzité koncentraci paromomycinu 48 pg/ml se
objevilo n¢kolik kolonii.

Pti tomto pokusu bylo ovéieno, ze n¢které divoké kmeny fas jsou ¢astené rezistentni
k uc¢inku néekterych antibiotik, konkrétné u D. quadricauda se projevila ¢astecna rezistence
k paromomycinu. Naopak hygromycin a zeocin se potvrdily jako vhodné druhy antibiotik,

které 1ze vyuzit jako selekéni markery pro transformaci.
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Obr. 3: Testovani citlivosti D. quadricauda k antibiotikim. Vlevo nahote je kontrolni miska
s &istym zivnym médiem !5 SS, vpravo nahofe testovana koncentrace paromomycinu
12 pg/ml, vlevo uprostied koncentrace 36 pg/ml paromomycinu, vpravo uprostied 48 pg/ml
paromomycinu, vlevo dole 10 ug/ml zeocinu, vpravo dole 20 ug/ml hygromycinu. Zpusob

fedéni ve sloupcich viz kapitola 4.4.
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5.2 Elektroporace D. quadricauda

Béhem pokusit jsem testovala mnoho riznych podminek transformace
D. quadricauda a jejich vzajemnych kombinaci. Pro transformaci byly pouzity 2 razné
plazmidy — plazmid pHyg3 a pMF124.

K pokusu jsem pouzila asynchronni kulturu tas kultivovanou na nepfetrzitém svétle
po dobu 3 dnt, dale synchronni kulturu kultivovanou za podminek stfidani svétla a tmy
v poméru 14h/11h po dobu 3 dnu. V piipad¢ synchronni kultury jsem fasy odebirala v 7 h
aVv 11 h bunééného cyklu, tj. v dobé&, kdy v buiikach probihala replikace DNA. Suspenze tas
s ptidanou DNA inkubovana podle postupu viz kapitola 4.3, byla podrobena elektroporaci.
Testovala jsem 3 druhy riznych podminek: 400 V, 200 Q, 150 puF s ¢asovou konstantou
14 ms; 400 V, 200 Q, 250 pF s casovou konstantou 20 ms; 1000 V, 600 Q, 50 uF s asovou
konstantou 3 ms. Rasy jsem po elektroporaci inkubovala 12 — 18 h na svétle nebo ve tmé
a poté je vysela na selekéni médium s obsahem piislusného antibiotika.

Pii tomto postupu se v nékterych piipadech podafilo ziskat nékolik kolonii.
Ve vétsin€ ptipadi se transformace nezdatila a pii transformaci pomoci plazmidu pHyg3
na miskach se selek¢nim médiem nenarostly zadné transformanty (viz obr. 4). Pfi pokusu se
synchronni kulturou odebranou v 7 h a 11 h cyklu transformovanou plazmidem pMF124
sepo 10 dnech kultivace na svételné polici objevilo né€kolik kolonii na miskach
s transformanty, zaroven se ale podobné mnozstvi kolonii objevilo i na kontrolnich miskach
S kulturou bez plazmidu. Tento jev se stejnym vysledkem se opakoval 1 pfi transformaci
asynchronni kultury plazmidem pMF124 (obr. 5). Narostlé kolonie jsem picockovala
na nové misky se selekénim médiem a opét kultivovala po dobu 7-10 dnti. Pti tomto postupu
z ptivodnich nékolika kolonii po prvnim pfeockovani narostla ptiblizné polovina a pii tfetim
pfeockovani na selekéni médium nepiezily kolonie Zadné. Kolonie transformantti narostlych
na miskach byly ziejmé& faleSné pozitivni. Tento jev se projevil pouze u transformace
plazmidem pMF124.

Pii ovéfeni transformantll pomoci PCR reakce se potvrdilo, Ze kolonie, které
Vv malém mnozstvi piezivaly na selek¢énim médiu, neobsahuji gen ble, ktery koduje rezistenci
k zeocinu, a jsou tedy falesné pozitivni. Jako pozitivni kontrola byl pouzit gen
pro 18S rRNA, ktera je soucasti malé ribozomalni podjednotky 40S u eukaryot (viz obr. 6).
Na zaklad¢ téchto pokusi, pii kterych se nepodatilo ziskat stabilni transformanty, jsem se
pokousela zvysit ucinnost transformace tim, ze jsem se pokusila o naruseni bunééné stény

cenobii za ucelem uvolnéni jednotlivych bunék.
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Obr. 4: Transformace asynchronni kultury pomoci plazmidu pHyg3, podminky
elektroporace 400 V, 200 Q, 150 pF s ¢asovou konstantou 14 ms, regenerace na svétle.
Zleva: kontrola na ¢istém Zzivném médiu % SS, kontrola na médiu s 20 pg/ml hygromycinu,

transformanty pHyg3 na médiu s 20 pg/ml hygromycinu.

Obr. 5: Transformace asynchronni kultury pomoci plazmidu pMF124, podminky

elektroporace 400 V, 200 Q, 150 pF s casovou konstantou 14 ms, regenerace na svétle
a ve tme. VSechny misky obsahuji zeocin 10 pg/ml. Zleva: kontrolni miska, transformanty

pMF124 regenerované na svétle, transformanty pMF 124 regenerované ve tme.
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Obr. 6: Vysledek PCR reakce pro gen ble (212 bp). Jako pozitivni kontrola byl pouzit gen
pro 18SrRNA (500 bp). Jako velikostni marker byl pouzit GeneRuler 1 kb DNA ladder.
Velikost fragmentii v bp (zdola nahoru, 14 fragmenti): 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000.
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5.3 Naruseni bunécné stény cenobia D. quadricauda

Vzhledem k velmi nizké az nulové ucinnosti transformace D. quadricauda jsem se
pokusila o naruseni vnéj$i buné¢né stény cenobia za Gcelem uvolnéni jednotlivych bunék,

oslabeni jejich bunécné stény a zvyseni jeji propustnosti pro DNA.

5.3.1 Mechanické naruseni bunécné stény pomoci kuli¢ek a sonikace

Pro pokus o rozbiti vnéj$i bunétné stény cenobia jsem pouzila nékolik velikosti
a typu kulicek, déle jsem pouzila motsky pisek a metodu sonikace, ktera se vyuziva k rozbiti
bunécné stény u bakterii (Zhang et al., 2007).

K suspenzi bun¢k D. quadricauda v médiu jsem ptidala kulicky ¢i moisky pisek
Vv poméru 2:1. Tuto smés jsem intenzivné michala. V minutovych intervalech jsem odebirala
vzorky, které jsem ihned fixovala glutaraldehydem (vysledna koncentrace GA v roztoku byla
0,25 %). Vzorky jsem analyzovala pod svételnym i fluorescencnim mikroskopem obarvené
barvivem Calcofluor white (Sigma-Aldrich), které barvi chitin a celuléozu v bunécnych
sténach.

Pro pokus jsem pouzila 4 druhy kulicek: sklenéné o praméru 0,5 mm, zirkonové
0 priméru 0,7 mm, 2,0 mm a 4,0 mm a moisky pisek. Malé velikosti kulicek 0,5 mm
a 0,7 mm zptisobily uz po 1 minuté¢ michani vyrazné poskozeni bunck. VétSina bunék byla
zcela rozbita a cytoplazmy bunck vylité, pfeZilo jen malé procento bunék. Naopak moisky
pisek nezpiisobil buitkkdm témét Zadné poskozeni a i po péti minutach intenzivniho michani
vSechny buiiky zlstaly neposkozené v cenobiich.

Zirkonové kulicky o priméru 2 mm prokazaly nejlepsi efekt. Po péti minutach
mixovani bylo malé procento bun€k zcela rozbito, zaroven se v roztoku nachazelo vétsi
mnozstvi samostatnych bunék oddélenych od matetského cenobia (viz obr. 7 a 8). Zirkonové
kuli¢ky velikosti 4 mm mély podobny efekt, ktery ale nebyl tak vyrazny.

Metoda sonikace bunétné suspenze na ledu pfi frekvenci 20 kHz se ukazala jako
neucinnd, vzhled bunék po 20 minutich sonikace byl srovnatelny s kontrolou, nedoslo tedy

k rozpadu cenobii.
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Obr. 7: Mikrofotografie bun¢k D. quadricauda po 5 min michani s kuliCkami o praméru

2 mm. Vlevo foto ve svételném poli, vpravo modie fluorescence bunéénych stén, Cervené

autofluorescence chlorofylu.
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Obr. 8: Graf znazornuje proces rozpadu cenobii pfi michani smési pomoci zirkonovych

kuli¢ek o pruméru 2 mm po dobu 0, 1, 2, 3 a 5 minut.
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5.4 Elektroporace D. quadricauda s vyuzitim kulicek

Pti upravé transformacniho protokolu jsem do metody vlozila mezikrok, pfi kterém
jsem bunky tésn¢ pred elektroporaci smisila s kulickami a intenzivné michala na mixéru
zaucelem uvolnéni jednotlivych bunék. Tim by se méla potencidlné zvysit UCinnost
transformace.

Buiiky jsem kultivovala ve valci v tekutém Zivném médiu % SS po dobu 3 dnd,
nasledné jsem spocitala jejich koncentraci v Biirkerové komiirce a mnozstvi fas potiebné
pro transformaci jsem odebrala do zkumavky a odstiedila. K fasam jsem ptidala odpovidajici
mnozstvi zivného média TAP se sorbitolem a smés promichala. Tuto suspenzi jsem rozd¢lila
po 1 ml do 2 ml zkumavek a piidala 500 pl kuli¢ek o priméru 2 mm nebo 4 mm. Rasy
v roztoku s kuli¢kami jsem intenzivné michala po dobu 3 minut. Poté jsem roztok fas
ptenesla do Cistych zkumavek a dal pokracovala dle metody (viz kapitola 4.3).

K elektroporaci s vyuzitim kulicek jsem pouzila plazmid pHyg3, jako selekéni
médium jsem pouzila Zivné médium % SS obsahujici 20 pg/ml hygromycinu. Plazmid
pMF124 jsem pfidalSich pokusech skulickami nepouzivala, protoze zeocin se
pii pfedchozich pokusech neosvédcil jako stabilni selekéni marker.

Pti takto upravené metod¢ elektroporace jsem neziskala zadné stabilni transformanty.
Ani pii opakovanych pokusech se na miskach se selekénim médiem neobjevily Zadné

kolonie.
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6 DISKUZE

Jednobunécné zelené tasy jsou vybornym experimentalnim materidlem. Lze je
snadno kultivovat v laboratornich podminkach, jsou pomérné nenarocné na mnozstvi zivin
a vétsina z nich vykazuje velmi rychly rtst. Hlavni zajmovou oblasti je zejména vyzkum
fotosyntézy, bunééné¢ho cyklu a metabolismu zelenych fas, vyzkum u¢innosti akumulace
makromolekularnich latek, produkce krmiv a biopaliv. Z vySe uvedenych divodu je ziejmé,
7e geneticka manipulace zelenych fas otevira nové moznosti na poli vyzkumu téchto
organismi (Rosenberg et al., 2008).

Dosud se podafilo transformovat vice nez 30 riznych druht fas. Ve vétSiné ptipada
jde o stabilni transformanty, v nékterych ptipadech se podatilo pfipravit pouze docasné
transformanty (Radakovits et al., 2010). Hlavnim zajmovym organismem v oblasti
transformace jednobunéénych zelenych fas je C. reinhardtii. Na tomto modelovém
organismu byly testovany téméi vSechny dosud pouzivané metody transformace, kam patii
metoda sklenénych kulicek, vlakna z karbidu kfemiku, bombardovani mikroprojektily
a elektroporace (Kindle, 1990; Boynton et al., 1988; Kindle, 1989; Dunahay, 1993;
Yamano et al., 2013). Kazda z téchto metod ma rozdilnou naro¢nost provedeni, pro kazdy
organismus je velmi dilezité vybrat vhodnou metodu a optimalizovat jeji podminky tak,
aby transformace prob&hla tsp&$né (Brown et al., 1991).

V této praci se zabyvam transformaci jednobunécéné zelené fasy D. quadricauda.
Tato fasa byla dlouhou dobu pfedmétem zajmu pii vyzkumu bunééného cyklu, pro ktery je
specifické mnohonédsobné d€leni. Jako nejvhodnéjsi metodu pro transformaci této fasy jsem
vybrala elektroporaci, kterd byla mimo jiné pouzita pii transformaci blizce piibuzného
organismu Scenedesmus obliquus, ktery rovnéz patii do celedi Scenedesmaceae
(Guo et al., 2013). Metoda elektroporace patii mezi nejpouzivanéj$i metody transformace.
Utinnost elektroporace je pii spravné zvolenych podminkéach relativné vysoka, patii mezi
Setrnéj$i metody a jeji funkCnost se projevila i u organismi, které maji bunétnou sténu
(Brown et al., 1991). Tato kritéria byla hlavni pii vybéru vhodné metody.

Metoda sklenénych kulicek, ktera je rovnéz velmi oblibend a jednoduchd, vyzaduje
nejprve enzymatické rozloZeni bunétné stény, jinak je nefunkéni (Kindle, 1990). Metody
vyuZiti vlaken z karbidu kifemiku a bombardovani mikroprojektily funguji 1 pfi transformaci
buncék s bunéénou sténou, ale pro svou naro¢nost na materidl a pfistrojové vybaveni
laboratofe jsou obtizné dostupné. Proto dostala piednost elektroporace, jejiz princip je

zalozen na kratkodobé permeabilizaci bunééné membrany, kterd umoznuje migraci vétsich
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molekul DNA ¢i proteinli dovniti buniky (Neumann et al., 1982). Jako u vSech ostatnich
metod i tato Iépe funguje u organismill bez bunécné stény, ale protoze modelovy organismus
D. quadricauda ma nékolikavrstvou buné¢nou sténu, ktera je navic odolna vétsing Stépicich
enzymu, pokusila jsem se o elektroporaci této fasy bez odstranéni bunééné stény i za cenu
niz§i ucinnosti transformace (Yamano et al., 2013).

Pted samotnou transformaci jsem testovala rezistenci ke tfem vybranym antibiotikiim
(paromomycinu, hygromycinu a zeocinu) za ucelem vybéru vhodného selekéniho markeru.
Jako selek¢ni markery jsem na zdkladé¢ pokusu vybrala zeocin a hygromycin, ke kterym
D. quadricauda vykazoval nejvyssi citlivost. Naopak V pfitomnosti paromomycinu byl
D. quadricauda schopny piezivat i pii nejvyssi testované koncentraci 48 pg/ml (viz obr. 3),
aproto se neosvédCil jako vhodny selekéni marker. Diivod nizké citlivosti fasy
D. quadricauda k paromomycinu miZe byt ten, Ze paromomycin neni pfijiman buiikou
Vv dostate¢né mire, nebo builkka miize mit vyvinuty mechanizmy na eliminaci negativniho
ucinku tohoto antibiotika.

Protoze genom D. quadricauda zatim nebyl osekvenovany, pti vybéru plazmidu jsem
vychazela z podobnosti modelového organismu s dobte prozkoumanou fasou C. reinhardtii
a k transformaci jsem pouzila dva plazmidy pfipravené primarné pro tuto fasu. Plazmid
pHyg3 (Berthold et al., 2002) a plazmid pMF124 (Fuhrmann et al., 1999).

Stanovit optimalni podminky elektroporace pro dany organismus je pomé&rné obtizné.
Pfedchozi prace, které se zabyvaji elektroporaci riznych kment fasy Chlamydomonas
naznacuji, ze i v ramci jednoho druhu organismu se vyskytuje rizna G¢innost transformace
piistejnych  podminkach elektroporace. V nékterych ptipadech bylo prokézano,
ze elektroporace buné€k s bunécnou sténou je ucinnéjsi pii aplikaci né€kolika elektrickych
pulzi za sebou v kratkém intervalu (Brown et al., 1991; Yamano et al., 2013). Kromé¢ sily
elektrického pole, kde zdvisi zejména na napéti a délce pulzu, je dilezitd i1 teplota
a osmolarita média. Pfi pouZziti hypotonického média pii elektroporaci miize dojit k lyzi
buné€k, proto je vhodné pouzit médium obohacené 40 mM — 60 mM glukdézou, ptipadné
jinym sacharidem tak, aby bylo pro dany organismus izotonické (Shimogawara et al., 1998).
Vliv teploty na Uc¢innost transformace je dal$im z diskutovanych parametri. V pifevazné
vetsiné metodik se vyuziva elektroporace za nizkych teplot okolo 0 °C. Divodem je
zpomaleni opétovného zavirani membranovych pora, coz poskytuje molekulam DNA delsi
Cas pro vniknuti do bunky (Guo et al.,, 2013; Sun et al., 2005). Naopak jiné pokusy
naznacuji, ze elektroporace pfi velmi nizkych teplotach okolo 0° C je malo uc¢innd, protoze

pii pomalém uzavirdni membranovych poéru jsou bunky vice néachylné k 1yzi, nejlepsi
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ucinnosti dosahuje v rozmezi 10 — 20 °C (Shimogawara et al., 1998). Z vyse uvedeného
vyplyva, ze je dilezité¢ vhodné sladit jednotlivé podminky tak, aby se podafilo transformovat
co nejvice bunék a zaroven zachovat jejich zivotaschopnost.

Pokusy o0 vytvofeni stabilnich transformanti D. quadricauda byly neuspésné,
pfestoze jsem testovala né€kolik riznych podminek elektroporace. Pfi sestavovani metody
elektroporace jsem vychazela ze zkuSenosti z pfedchozich pokusi s C. reinhardtii a
S. obliquus (Guo et al., 2013), pfesto se mi nepodafilo vytvofit vhodné podminky. Bufiky
byly po elektroporaci Zivotaschopné, na &istém zivném médiu % SS rostly ve velké hustoté,
zatimco na selekénim médiu se neobjevila jedind kolonie. V nékolika piipadech
transformace plazmidem pMF124 doslo k tomu, Ze kolonie transformantii i kontrolni kmen
rostly na selek¢énim médiu se zeocinem (viz obr. 5). Pfi¢inou je ziejmé nizka tepelna
a svételnd stabilita zeocinu, ktery mohl byt pfi vice nez tydenni kultivaci fas na svételné
polici vmédiu degradovan (Wang, 2008). Existuje mnoho duvodl, pro¢ mohla byt
transformace plazmidovou DNA neuspéSna. Prvnim piedpokladanym divodem je to,
Ze buné¢na sténa D. quadricauda je velmi silna, tvofena nékolika vrstvami, které jsou
sloZzené z velmi odolnych materiald, tvoficich mechanickou bariéru pro prichod DNA
do buniky (Voigt et al., 2014). Dalsi variantou je, ze DNA vnikla do bunky, ale byla
rozpoznana jako cizi a degradovana, inaktivovdna nebo systém kodonli genu nebyl
kompatibilni s danym organismem, pfipadné byl pouZit nevhodny promotor.

Pti transformaci synchronni kultury fas, kterou jsem ziskala stfidanim svétla a tmy
v poméru 14h/11h v prubéhu kultivace, jsem se pokusila o transformaci fas pfiblizné¢ v dobé
replikace DNA. Predpokladala jsem, Zevtéto fazi bunétného cyklu je vetsi
pravdépodobnost, ze bunky zacleni cizi DNA do svého genomu. Na zékladé ptedeslych
studii bunééného cyklu D. quadricauda jsem zvolila 7h allh bunéného cyklu
(Hlavova et al., 2011). Vysledek transformace synchronni kultury byl v obou ptipadech
negativni.

Na zaklad¢ faktu, ze bunééna sténa cenobia D. quadricauda je tfivrstva a velmi
odolna stépicim enzymim, rozhodla jsem se ji tésn¢ pied samotnou elektroporaci narusit
mechanicky pomoci kuli¢ek a pomoci sonikace. Vzhledem k tomu, ze se D. quadricauda
rozmnoZzuje vyhradné vegetativné a vyskytuje se pouze ve formé né€kolikabunééného cenobia
(Fott, 1967), cilem pokust bylo naruSit vnéjsi sténu cenobia a oddélit od sebe jednotlivé
buniky. Metoda sonikace se béZzn¢ pouziva pfi homogenizaci bunék a funguje dobfe zejména
u prokaryot. Pfi sonikaci zalezi pfedev§im na pouzité frekvenci ultrazvuku, nizké frekvence

kolem 20 kHz zvysuji destrukéni G¢inek ultrazvuku na buriky (Joyce et al., 2003). Pti pouziti
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sonikace u D. quadricauda jsem nepozorovala zadny uc¢inek na strukturu cenobii,
tato metoda zfejmé nedokaze narusit bunéénou sténu eukaryot, kterd je vice odolnd nez
u prokaryot.

Homogenizace pomoci sklenénych  kulicek je jedna  z nejucinnéjSich
a nejjednodussich metod. Pozadavky na provedeni jsou minimalni, pfi homogenizaci Ize
pouzit rizné koncentrované roztoky, jedinym pozadavkem je, aby roztok bunck byl
dostate¢né tekuty. Mira poskozeni buné€k zavisi na poméru kuli¢ek a roztoku - ¢im mensi je
objem roztoku vuci kulickam, tim vétsi je poskozeni (Lamanna et al., 1954). Pfi pouziti
zitkonovych kulicek velikosti 2 mm v poméru kulicek a roztoku 1:2 dosSlo pfi michani
Kk rozbiti velkého mnozstvi cenobii a oddé€leni jednotlivych bunék. Cilem bylo narusit
bunécénou sténu pied elektroporaci a zachovat Zivotaschopnost bunék. Kulicky menSich
velikosti zpisobily jeste vyrazngj$i poskozeni bunék, pii kterém doSlo nejen k rozbiti
bunécné stény, ale k iplnému usmrceni vétsiny bunck. Nejlepsi zadany efekt mély v tomto
ptipadé kulicky velikosti 2 mm, které jsem nasledné pouzila pfi modifikaci transformacniho
protokolu. Bohuzel ani touto modifikaci transformacniho protokolu se mi nepodafilo ziskat

stabilni transformanty.
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7 ZAVER

Zmych pokusi vyplyva, ze D. quadricauda vykazuje citlivost vuéi zeocinu
a hygromycinu, tato antibiotika Ize pouzit k selekci mutantnich linii. Zjistila jsem, ze zeocin
je vzhledem ke svému mutagennimu efektu a nizké teplotni a svételné stabilit¢ méne vhodny
pfi selekci mutantnich linii fas, proto jsem V pozdé¢jSich pokusech dala prednost
hygromycinu.

Testovala jsem nékolik ruznych podminek elektroporace, pokusila jsem se
o transformaci bunék D. quadricauda v riaznych fazich bunétného cyklu synchronni
I asynchronni kultury. Testovala jsem ucinek sonikace a zirkonovych kulicek na bunécnou
sténu cenobii. Uinek sonikace na narueni bunééné stény nebyl prokazan. Zirkonové
kulicky o velikosti 2 mm zpusobily alespoii Castecny rozpad cenobii na jednotlivé bunky.

Transformace plazmidem pHyg3 nevedla ke vzniku transformanti. Transformace
plazmidem pMF124 v nékterych ptipadech vedla k pfezivani fale$né pozitivnich kolonii.
Pfi testovani pomoci PCR se potvrdilo, Ze tyto kolonie neobsahuji gen rezistence k zeocinu
(ble).

Z4dna z vyse uvedenych metod a jejich kombinaci nevedla ke vzniku stabilnich

transformantt D. quadricauda.
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