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Abstrakt
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rekombinacni klonovani, které pfedstavuje cenové dostupnou, jednoduchou a vysoce
ucinnou alternativou klasického klonovani. Pfipravené konstrukty mohou navic
obsahovat fluorescen¢ni znacku, tudiz mohou byt pouzity k lokalizaci proteint, studiu
proteinovych interakci ¢i sledovani prubéhu infekce v hostitelské tkani.

Tato prace je zaméfena na optimalizaci a vyuziti metody kvasinkového
rekombinacniho klonovani k pfipravé konstruktti pro transformaci C. purpurea. Touto
metodou byly pfipraveny konstrukty pro expresi i deleci vybranych genti C. purpurea.
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pfitomnosti a funk¢nosti byly zvoleny metody diagnostické PCR, qPCR a Western
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CILE PRACE

- Zpracovani literarni reSerSe na téma molekularni biologie C. purpurea se
zaméfenim na vyuziti metody kvasinkového rekombinac¢niho klonovani
v souvislosti s ptipravou konstrukti k transformaci, nové techniky genetické
manipulace vyuzitelné pro editaci genomu vldknitych hub

- Optimalizace a pouziti metody kvasinkového rekombina¢niho klonovani
pro pripravu konstruktt k transformaci C. purpurea

- Transformace dvou kmeni C. purpurea vybranymi konstrukty

- Ovéfeni integrace plasmiditi v homokaryotnich transformantech

- Funkéni ovéfeni konstruktu a lokalizace GFP-fuzniho proteinu

- Infekce zita ziskanymi transformanty a odpovidajicimi WT kontrolami



1 UVOD

Claviceps purpurea je biotrofni parazit napadajici fadu obilovin a trav. V napadenych
klasech se misto obilek vytvari modroSedd az Cernd sklerocia (tzv. namel), utvary
typické produkci namelovych alkaloidi. Vliv téchto sloucenin na centralni nervovou
soustavu spociva V jejich strukturni podobnosti s neurotransmitéry noradrenalinem,
adrenalinem a serotoninem. Ackoliv tyto alkaloidy mohou pfi poziti vyvolat otravu
znamou jako ergotismus ¢i ohenl svatého Antonina, je fada znich vyuZivana
ve farmaceutickém priimyslu k vyrob¢ 1é¢iv. Jedna se napiiklad o ergotamin, alkaloid
odvozeny od kyseliny lysergové, ktery je v poslednim kroku syntetizovan
neribosomalni lysergylpeptidovou synthetasou LPS1. Funkce tohoto trimoduldrniho
enzymu byla potvrzena deleci odpovidajiciho genu IpsAl v C. purpurea P1. Piestoze
byl tento enzym v minulosti purifikovan a dale charakterizovan, nebyli do dne$ni doby
pfipraveni transformanti nadprodukujici LPS1. Nadprodukce tohoto proteinu
v C. purpurea by mohla vést k vySSimu zastoupeni ergotaminu ve sklerociu, zaroven
by tento poznatek mohl pomoci lepSimu pochopeni vlastni biosyntézy alkaloidl, ktera
neni dosud pln¢ objasnéna.

Konstrukty pro transformaci C. purpurea jsou nejc¢astéji piipravovany kvasinkovym
rekombina¢nim klonovanim. Pro funk¢ni analyzu genli mohou byt protoplasty této
houby transformovany dele¢nim konstruktem obsahujicim 3" a 5 okrajové sekvence
cilového genu a selekéni marker nebo konstruktem obsahujicim cilovy gen pod
kontrolou konstitutivniho piipadné nativniho promotoru. Pokud je navic zajmovy
protein fuzovan s fluorescen¢ni znackou muze byt konstrukt vyuzit k lokalizaci proteinu
nebo studiu proteinovych interakci. MozZnost piipravy téchto konstruktli a jejich
nasledné vyuziti k transformaci C. purpurea piedstavuje velmi GCinny nastroj
molekularni biologie, kterého muze byt vyuzito naptiklad ke studiu biosyntézy

namelovych alkaloidu a jeji regulace ¢i porozuméni interakce houby s hostitelem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea

2.1.1 Charakteristika

Claviceps purpurea je vieckovytrusna houba z rodu Claviceps, jehoz zastupci napadaji
Ackoliv tato houba patfi mezi biotrofni parazity mize byt C. purpurea kultivovana
v axenické kultuie, coz spolecné s faktem, ze v roce 2013 byl sekvenovan cely genom
C. purpurea 20.1lvyrazn¢ usnadiiuje experimentalni pfistup (Mantle a Nisbet, 1976,
Schardl et al., 2013).

Pro C. purpurea je typickd produkce namelovych alkaloidl, které se vyskytuji
v namelu, coz je oznaéeni pro sklerocium této houby (Obr. 1). Produkce namelovych
alkaloidi vSak neni typicka jen pro zastupce rodu Claviceps, byla také pozorovana
I Ujinych hub napf. Ascomycetes, Phycomycetes, Basidiomycetes ¢i Fungi imperfecti
(Abe et al., 1967). S namelem se muzeme setkat ve formé modrosedych az ¢ernych
razkovitych Gtvard, které vyrustaji z napadeného klasu (Tudzynski a Scheffer, 2004).

Namel je jedovaty a pii poziti muze u ¢lovéka a hospodaiskych zvitat vyvolat otravu
zvanou ergotismus ¢i zpisobit ztraty v produkci zemédélskych plodin (Woods et al.,
1966; Schneider et al., 1996). I pfes tyto nezadouci G¢inky, nasly namelové alkaloidy
velké uplatnéni ve farmaceutickém primyslu pii vyrobé 1é¢iv (Graham a Wolff, 1938;
Thorner et al., 1974; Thobois, 2006).

Obr. 1 Sklerocium C. purpurea (namel) vyrustajici z napadeného klasu zita.



2.1.2 Molekularni biologie C. purpurea

2.1.2.1 Mutageneze

Z pocatku byli mutanti C. purpurea ziskavani UV mutagenezi (Strnadova, 1964),
ozafenim rentgenovymi nebo gamma paprsky (He et al., 1995) ¢i chemickou
mutagenezi  pomoci  ethyl-methansulfonatu ~ (EMS),  N-methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidinu (NTG) (Brauer a Robbers, 1987) nebo pomoci kyseliny dusité
(Strnadova, 1976). Ziskani mutanti pak byli selektovani na zakladé rozdilné morfologie
(Strnadova a Kybal, 1976), auxotrofie (Strnadova, 1967), pozménéné produkce
namelovych alkaloidd (Kobel a Sanglier, 1973) ¢inazakladé rezistence vaci
fungicidim - benomylu, bavistinu ¢&i cercobinu (Tudzynki et al., 1982). Metoda
mutageneze nasla velké uplatnéni pii pfipravé kmenit C. purpurea s pozménénou
produkci namelovych alkaloidt, které mohly byt déale wvyuzity v primyslu
(Didek-Brumec et al., 1987). Jedna se naptiklad o pramyslovy kmen Gal404
(Valik et al., 2000), ktery byl mimo jiné pouzit v experimentalni ¢asti této prace a ktery
byl ziskan z kmene CCM 8177. Sklerocium tohoto kmene bylo nejdiive prevedeno
do axenické kultury, ktera byla nasledné vystavena gamma parsktim. Ziskané izolaty
byly ockovany na zito. Sklerocium obsahujici nejvyssi obsah namelovych alkaloidt
bylo opét prevedeno do saprofytické kultury a cely proces byl zopakovan. Nakonec byl
ziskan kmen C. purpurea, u kterého doslo k narustu obsahu ergotaminu (o 1,5 %
na celkovych 93,5 %), poklesu ergostinu a ergometrinu. Siroce vyuZivanym kmenem
C. purpurea ziskanym mutagenezi je také kmen P1 odvozeny od kmene 1029, ktery je
charakteristicky produkci ndmelovych alkaloidl v axenické kultufe, pfevdzné pak
ergotaminu (Keller, 1983).

Standardni metoda transformace C. purpurea vyuzivajici polyethylenglykol byla
poprvé aplikovana v roce 1989, kdy byl pfipraven konstrukt obsahujici gen rezistence
na phleomycin s trpC promotorem Aspergillus nidulans (van Engelenburg et al., 1989).
Phleomycinovy rezisten¢ni gen Sh ble ze Streptoalloteichus hindustanus koduje protein,
ktery se vaze na phleomycin, ¢imz inhibuje jeho DNA §tépici aktivitu (Dumas et al.,
1994). Kromé& konstruktu obsahujiciho gen rezistence na phleomycin byl
na transformaci protoplastii C. purpurea pouzit také konstrukt obsahujici gen rezistence
na hygromycin s gpdA promotorem A. nidulans (Comino et al., 1989). Hygromycinovy

rezisten¢ni gen Hph z bakterie Escherichia coli kéduje hygromycin B fosfotranferasu,



ktera fosforylaci inaktivuje aminoglykosidové antibiotikum hygromycin B (Blochlinger
a Diggelmann, 1984). Vzhledem ktomu, Ze oba vyvinuté systémy vyuZzivajici
heterologni promotory s genem rezistence viuci antibiotiku vykazovaly nizkou frekvenci
transformace a konstrukty byly navic integrovany do genomu C. purpurea ve vice
kopiich a na vice mistech, pouzili Smit a Tudzynski vroce 1992 homologni
transformaéni systém zalozeny na komplementaci OMPD (orotidin-5"-monofosfat
dekarboxylasa) deficientnich mutantd pyr genem C. purpurea. Pozdéji byl
u C. purpurea pouzit dal$i homologni systém, ktery byl zaloZen na flizi genu rezistence
na phleomycin spromotorem gpd genu kodujicim  glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasu C. purpurea (Jungehiilsing et al., 1994). Kromé genu rezistence
na phleomycin ¢i hygromycin se na transformaci protoplastti C. purpurea pouzivaji téz
konstrukty, jejichz soucasti je gen rezistence na fosfinotricin (Mey et al., 20023;
Meyetal., 2002b). Tento bar rezistentni gen ze Streptomyces koduje
fosfinotricinacetyltransferasu, kterd acetylaci zabranuje odstépeni alaninovych zbytkt
Z protoxinu bialaphos a tim jeho aktivaci ve formé L-fosfinotricinu, ktery inhibuje
glutaminsynthetasu (Thompson et al., 1987).

Protoplasty pouzivané na transformaci C. purpurea mohou byt ziskdny z konidii
(asexualni spory) nebo z mladych mycelii (Mey et al., 2002a). Mezi nejéastéji
pouzivané enzymy pro piipravu protoplastdt C. purpurea patii Lyzaéni enzym
z Trichoderma harzianum, Driselasa ¢i 3-glukuronidasa (Keller etal., 1980;
Oeser et al., 2002).

U C. purpurea byla také podobné jako u mnoha jinych vlaknitych hub provedena
uspésna transformace pomoci gramnegativni bakterie Agrobacterium tumefaciens
(de Groot et al., 1998; Rho et al., 2001), pficemz bylo zjisténo, ze T-DNA je
integrovana do genomu C. purpurea pievazné v jedné kopii a to zcela nahodné
(Tudzynski a Scheffer, 2004).

V soucasné dobé nasla metoda genetické transformace C. purpurea uplatnéni
napiiklad pfi studiu biosyntetickych drah, kdy je naruSen ¢teci ramec zdjmového genu,
ktery se tak stavad nefunkcénim. Na zaklad¢ odlisnych fenotypovych a biochemickych
vlastnosti ziskaného mutanta oproti WT, lze nasledn¢ usoudit na roli deletované¢ho genu

v piislusné biosyntetické draze (Haarmann et al., 2008; Hinsch et al., 2015).



2.1.2.2 Integrace DNA do genomu C. purpurea
Do dnesni doby byly popsany dva mechanismy slouzici k opravé DNA - nehomologni
spojeni konct (NHEJ - non-homologous end joining) ahomologni rekombinace
(HR - homologous recombination). Integrace exogenni DNA do genomu C. purpurea
je zaloZena pravé na téchto dvou mechanismech. V piipadé NHEJ dochazi k vlozeni
exogenni DNA nahodné¢ do genomu, dochazi k ektopické inzerci konstruktu.
V piitomnosti homologni DNA je poskozena DNA opravena pomoci HR, pfiCemz
dochazi k inzerci exogenni DNA do homologni oblasti (Holliday, 1964).
Pravdépodobnost integrace homologni DNA pomoci HR se u jednotlivych hub lisi,
uC. purpurea je pravdépodobnost pouhych 1-2 % (Oeser et al., 2002), zatimco
u fytopatogennich hub Ustilago maydis a Botrytis cinerea je tato pravdépodobnost vyssi
nez 50 % (Levis et al., 1997; Banuett, 2002).

2.1.2.2.1 Delece genti zaloZena na HR

Na principu HR je zaloZzena metoda delece gent C. purpurea. Protoplasty této houby
jsou transformovany linearnim konstruktem obsahujicim 5” okrajovou sekvenci (5” OS)
a 3’ okrajovou sekvenci (3" OS) cilového genu, mezi kterymi je gen rezistence
na antibiotikum slouzici jako selek¢ni marker. Gen rezistence je transkribovan
v opa¢ném sméru nez cilovy gen (Giesbert et al., 1998; Scheffer et al., 2005a).

Ke zvyseni pravdépodobnosti rekombinace dele¢niho konstruktu byl pfipraven
mutant Aku70 (Haarmann et al., 2008). Ku70 je jednou ze tii podjednotek hlavniho
systétmu NHEJ, pfi¢emz tato podjednotka vytvafi spolecné¢ s Ku80 heterodimer, ktery
navadi DNA-PK (DNA-dependentni protein kinasa) na Konce poskozené DNA, ¢imz
stabilizuje jeji nasledné spojeni (Spagnolo et al., 2006). Gen ku70 (Obr. 2) byl
deletovan v C. purpurea 20.1 i v C.purpurea P1. Zatimco C.purpurea 20.1 je
patogenni a produkuje namelové alkaloidy pouze béhem interakce s hostitelem,
C. purpurea P1 produkuje alkaloidy v axenické kultufe. Ziskani transformanti Aku70
nevykazovali odlisné fenotypové ani biochemické vlastnosti oproti WT. Za Ucelem
posouzeni zmény frekvence rekombinace dele¢niho konstruktu byl mutant Aku70
C.purpurea P1 transformovan linedrnim  konstruktem pro deleci genu

IpsAl(Haarmann et al., 2008).
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Obr. 2 Strategie delece genu ku70 v C. purpurea. Cerné jsou znazornény introny, odstiny Sedé
predstavuji exony (Haarmann et al., 2008, upraveno).

Gen IpsAl koduje neribosomalni lysergylpeptidovou synthetasu 1 (LPS1) o velikosti
394 kDa, ktera je spole¢né s dal§Simi tfemi geny pro neribosomalni peptidové synthetasy
(NRPS) IpsA2 (kédujici LPS4), IpsB (kodujici LPS2) a IpsC (kddujici LPS3) soudasti
genového klastru pro biosyntézu namelovych alkaloidi u C. purpurea, pticemz LPSI
spoleéné¢ s LPS2  katalyzuji  syntézu ergotaminu  z kyseliny  D-lysergové
(Haarmann et al., 2005). Genem IpsAl a jeho nadexpresi se také mimo jiné zabyva tato
diplomova prace.

Vzhledem k tomu, Ze u sedmi z jedenacti ziskanych transformantt doslo k integraci
dele¢niho konstruktu v homologni cilové oblasti, doslo po deleci ku70 v C. purpurea
K vyraznému zvyseni frekvence rekombinace dele¢niho konstruktu ve srovnani s WT
(50-60 %). Vysledny mutant AlpsAl C. purpurea P1 nebyl schopen vytvafen ergotamin.

Na zaklad¢ téchto vysledkt se zdalo, ze kmeny Aku70 C. purpurea 20.1a Aku70
C. purpurea P1 by mohly byt pouzitelné pro nasledné delece vybranych genti. Nicméné,
po delsi dobé se ukéazalo, Ze ziskani transformanti vykazuji redukovany rist a ztraci
schopnost napadnout zito (Haarmann et al., 2008).

I pfes nemoznost dalsiho vyuziti pfipravenych kmeni Aku70 C. purpurea, bylo
do dnesni doby pfipraveno ptfes 20 raznych deleénich mutanti C. purpurea
(Hinsch a Tudzynski, 2015).

V poslednich letech je pro transformace hub na zakladé HR hojné vyuzivana
tzv. metoda Split markeru (Obr. 3), ktera odstraiiuje faleSné pozitivni vysledky, tedy
transformanty s ektopickou inzerci (Goswami, 2012; Gravelat et al., 2012). Tato
technika, ktera byla poprvé aplikovana u kvasinek (Fairhead et al., 1996), spociva

Vv ptipravé dvou PCR fragmentd amplifikovanych z pfipraveného dele¢niho konstruktu,



pficemz kazdy PCR fragment obsahuje dv¢ tfetiny selek¢éniho markeru a 5° OS nebo
3" OS cilového genu (Colot et al., 2006; You et al., 2009). Pomoci této metody lze tedy
dosahnout toho, Ze na selecnim médium rostou pouze tranformanti nesouci funkcéni
marker. Tento pfistup je aplikovan i u C. purpurea a prvotni vysledky napovidaji, ze
metoda Split markeru funguje pouze pro konstrukty nesouci rezistenci na hygromycin
(Tudzynski P., osobni komunikace).

Jinym pfistupem pro snizeni poctu transformantii s ektopickou inzerci je pouziti
tzv. negativniho selek¢niho markeru fuzovaného s deleCnim konstruktem obsahujicim
5 OS, selekéni marker a 3 OS cilového genu. Jako negativni selekéni marker se
pouziva gen kodujici thymidin kinasu herpes simplex viru (HSVtk), pfi¢emz produkt
tohoto genu preménuje 5-fluoro-2’-deoxyuridin pfitomny v médiu na slouceninu, ktera
je pro houby toxicka. V piipadé, ze dojde k integraci cilového vektoru pomoci HR
do homologni oblasti, negativni selekéni marker se nezaéleni do genomu a ziskani
transformanti jsou schopni rist na médiu s 5-fluoro-2°-deoxyuridinem. Pokud dojde
K integraci cilového vektoru nahodné do genomu, negativni selekéni marker zlstava
pfitomen, tito transformanti nejsou schopni rast na médiu s 5-fluoro-2’-deoxyuridinem
(Gardiner a Howlett, 2004). Tento pfistup transformace u C. purpurea do dne$ni doby
pouzit nebyl, nicméné u fytopatogennich hub Magnaporthe grisea a Fusarium

oxysporum byl jiz usp&sné aplikovan (Khang et al., 2005).

—— o R 55| cerecnkonstruie
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Obr. 3 Metoda Split markeru. Na transformaci se pouzivaji dva PCR fragmenty, z nichz kazdy
obsahuje dv¢ tfetiny selekéniho markeru a 5° OS nebo 3" OS cilového genu (Choquer et al.,
2008, upraveno).



2.1.2.2.2 Konstitutivni exprese genii zaloZena na NHEJ

Na principu NHEJ je zalozena metoda transformace protoplastt C. purpurea vektorem
obsahujicim cilovy gen pod nativnim nebo konstitutivnim promotorem a sele¢ni marker
(gen rezistence). Tyto konstrukty mohou byt vyuzity napif. pro komplementaci
delecnich mutant nebo pomoci fize zdjmového proteinu s fluorescencni znackou pro
studium subcelularni lokalizace proteintt ¢ipro sledovani prabéhu infekce
v infikovaném pletivu (Leroch et al., 2011; Schumacher, 2012).

Reportérové geny mohou byt také wvyuzity pro bimolekularni fluorescencéni
komplementaci (BiFC), metodu pouzivanou pro studium proteinovych interakci. Tato
metoda je zalozena tom, ze kazdy, ze dvou sledovanych proteinii je oznacen
fragmentem fluorescenc¢niho proteinu, ktery sim o sobé nemé schopnost fluorescence.
K vytvofeni fluorescenéniho signalu dochdzi pouze v pfipadé vzajemné interakce
sledovanych proteini (Weinthal a Tzfira, 2009). Herrmann et al. (2014) pomoci této
metody prokazali, ze protein CpBem1 zapojeny do regulace NADPH signaliza¢ni drahy

a kinasa CpCla4 vz4jemné interaguji ve Spicce hyf C. purpurea.

2.1.2.3 Ovéreni transformace C. purpurea

Analyza primarnich, vétSinou heterokaryotnich transformantt C. purpurea se provadi
pomoci diagnostické PCR. Homokaryotni transformanti, ktefi nemusi byt dale
kultivovani pod selekénim tlakem antibiotika, jsou ziskani monosporickou izolaci
(Tudzynski a Scheffer, 2004).

Integrace dele¢niho konstruktu v homologni oblasti DNA je potvrzena diagnostickou
PCR a pomoci Southern blotu, ktery zaroven slouzi k ovéteni poctu inzerci do genomu.
Pro jednozna¢né stanoveni fenotypu dele¢nich mutanti nesmi byt v genomu vice
inzerci. U transformantl s konstruktem pro konstitutivni expresi dochazi vétSinou
K viceCetné integraci, proto musi byt fenotyp ovéfen na vice nezavislych mutantech.
K potvrzeni exprese je pouzivan Northern blot (pfipadné RT-qPCR). Vyuziti Western
blotu neni u C. purpurea casté, studium na proteinové Urovni je zaméfeno spise

na mikroskopické techniky (Nathues et al., 2004; Neubauer et al., 2016).



2.2 Nové metody editace genomu pomoci programovatelnych nukleas
V poslednich letech naSly pii editaci genomu hub velké uplatnéni tzv. programovatelné
nukleasy, které vytvafi dvouvldknovy zlom na cilové DNA. Jedna se o TALEN
(Transcription Activator-Like Effector Nucleases) a CRISPR/Cas (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromid Repeat/CRISPR Associated System)(Joung a Sander,
2013; Doudna a Charpentier, 2014).

Vytvoteni dvouvldknového zlomu vede k aktivaci opravnych mechanismi DNA
(Obr. 4). Vysledkem opravy DNA pomoci NHEJ mohou byt rizné dlouhé inzerce
nebo delece (indely), které vedou k posunu ¢teciho ramce, dochazi k deleci mutovaného
genu. Vysledkem opravy DNA pomoci HR mohou byt piesné bodové mutace nebo
inzerce (Szostak et al., 1983; Hefferin a Tomkinson, 2005). Pomoci programovatelnych
nukleas Ize také vytvofit dva dvouvlaknové zlomy v Cis pozici na stejném chromozomu,
coz vede kdeleci nebo inverzi ohrani¢eného useku DNA, vytvofeni dvou zlomu
na riznych chromozomech vede k translokaci (Gupta et al., 2013; Xiao et al., 2013).

Bylo zjisténo, Ze pouziti programovatelnych nukleas k vytvoteni zlomu na cilové
DNA zvySuje ucinnost metod, které jsou zalozeny na homologni rekombinaci
(Arazoe et al., 2015a; Arazoe et al., 2015b). Dalsi vyhodou téchto programovatelnych
nukleas je moznost odstranéni selekéniho markeru (Fenget al., 2014;

Gao a Zhao, 2014a).

A . .
s Dvouvldknovy zlom
NHEJ
HR
Delece Donorova DNA Donorova DMNA
Inzerce Pfesné bodové mutace Pfesné inzerce
B
.-'.I-'. \:'.,-". _::;.‘-'I
Delece/\nverze l 3
——"  f— -

Translokace

Obr. 4 Editace genomu pomoci programovatelnych nukleas. A - Vytvoteni jednoho
dvouvlaknového zlomu na cilové DNA, oprava poskozené DNA pomoci NHEJ nebo
HR. B - Vytvoieni dvou dvouvlaknovych zlomt na stejném chromozomu a na riznych
chromozomech (Joung a Sander, 2013, upraveno).
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2.2.1 TALEN

2.2.1.1 Mechanismus TALEN
TALEN (Transcription Activator-like Effector Nucleases) byly vytvofeny fuzi TAL

efektori s FOKI katalytickou doménou endonukleasy typu II Flavobacterium
okeanokoites (Christian et al., 2010).

TAL efektory jsou sekretovany gramnegativnimi bakteriemi rodu Xanthomonas pti
napadeni hostitelské rostliny. Jakmile se TAL efektory dostanou do jadra rostlinné
burnky a navazi se na specifické promotorové sekvence DNA, dojde k aktivaci exprese
gent, které usnadnuji pribeh bakterialni infekce (Boch a Bonas, 2010). TAL efektory
byly objeveny také u patogennich bakterii Ralstonnia solanacearum c¢i Burkholderia
rhizoxinica (de Lange et al., 2013; de Lange et al., 2014).

Spole¢nym rysem pfirozené se vyskytujicich TAL efektorti je pfitomnost DNA
vazebné domény v centralni ¢asti proteinu, kterd je slozena ze 7-34 vysoce homolognich
piimych repetic, picemz kazda repetice je slozena ze 33-34 aminokyselin. Kromé DNA
vazebné domény TAL efektory obsahuji na C-konci proteinu jaderny lokalizaéni signal
a aktivacni doménu. Krystalovd struktura TALE DNA vazebné domény ukazala,
ze jednotlivé aminokyseliny kazdé repetice vytvaii strukturu dvou a-helixti spojenych
aminokyselinami v pozicich 12 a 13, které vytvafi tzv. RDV (repeatvariable diresidues)
smycku (Obr. 5). Prosttednictvim RDV, tedy dvou hypervariabilnich zbytkd,
rozeznavaji jednotlivé moduly TAL efektorti pfislusné baze. Aminokyselina v pozici
12 ptispiva ke stabilizaci této smycky tvorbou vodikové vazby s aminokyselinou
v pozici 8, aminokyselina v pozici 13 se pak specificky vaze prostfednictvim vodikové
vazby a/nebo van der Waalsovych sil k bazi ve velkém zlabku na cilové DNA
(Boch a Bonas, 2010; Bochtler, 2012; Mak et al., 2012).

Na zakladé poznatku z roku 2009, kdy dva vé€decké tymy nezéavisle na sob¢ rozlustily
'TALE kéd’, tedy vztah mezi RDV a nukleotidem, na ktery se modul vdze, mohou byt
konstruovany umeélé TAL efektory s pozadovanou DNA vazebnou specifitou
(Bogdanove a Voytas, 2011). Bylo gzjisténo, ze RDV HD (Histidin, kyselina
Asparagova), NI (Asparagin, Isoleucin), NN (Asparagin, Asparagin) a NG (Asparagin,
Glycin) rozpoznavaji téméef vyhradné cytosin, adenin, guanin/adenin, thymin,

v uvedeném potadi (Boch et al., 2009; Moscou a Bogdanove, 2009).
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Obr. 5 Struktura repetice TAL efektoru PthXol. Cervené jsou vyznadena RDV rezidua
rozpoznavajici cytosin (Mak et al., 2012).

Druhou ¢&asti TALE nukleas pouzivanych pro editaci genomu je FoKI katalyticka
doména endonukleasy typu II, kterd ve form¢ dimeru §tépi cilovou DNA, pficemz
vzdalenost mezi levym a pravym TAL efektorem je 12-21 nukleotidd (Obr. 6).
Dvouvlaknovy zlom vytvofeny TALEN je poté zpracovan mechanismem NHEJ nebo
HR (Bitinaite et al., 1998; Wah et al., 1998).

ZaGcelem modifikace genomu byly TAL efektory fuzovany nejen s nukleasami,
ale naptiklad i s transkripénimi  aktivatory (Miller et al.,, 2011), represory

(Mahfouz et al., 2012) ¢i mistné specifickymi rekombinasami (Mercer et al., 2012).

LTPEQVVAIASTIRIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

levy TALE

AlT[alclalT|clelclalg]c|c|ciT|a[c|clalalalA] 3
T|A|T|G|T[AlG|C|C|T|C|G|G|G glc_aif T ‘:E s’

T O B TR O T B R O O

00000000000000000

pravy TALE

12-21 bp

Obr. 6 Schématické znazornéni TALEN (Kim a Kim, 2014).
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2.2.1.2 Vyuziti TALEN u hub

Arazoe et al. (2015a) vytvotili PtFg Gate TALEN systém (Platinum Gate TALEN
system for fungal expression) zacileny na SDH gen houby Magnaporthe oryzae. SDH
gen koduje scytalon dehydratasu, kterd katalyzuje pfeménu melaninovych intermediatt.
Narus$eni funkce SDH tedy vede ke tvorb¢ bile zbarvené houby zbavené melaninu.

Tito védci transformovali protoplasty M. oryzae konstruktem pro deleci genu SDH
obsahujicim gen rezistence na fosfinotricin. Protoplasty M. oryzae byly taktéz
ko-transformovany timto dele¢nim konstruktem a TALEN kazetou (Obr. 7). Oproti
vysledku z transformace delecnim konstruktem, kdy pouze 1 kolonie z celkovych 72
byla bile zbarvena, byly z ko-transformace ziskany pouze bile zbarvené kolonie
M. oryzae. Z vysledku tedy vyplyva, Ze pii Ko-transformaci doslo ke zvySeni G¢innosti

transformace pomoci HR.

TALEN
00
u\TGCGCGTCCCGCAC(‘AG;\pCACGCﬁ}ACTTO\T{(;;\L\GGAGGTCACC/@TGj\ S0
PtFg TALEN-scytalon levé rozpoznavaci misto PtFg TALEN-scytalon pravé rozpoznavaci misto
fé
(SO
cilové misto
) i TALEN _ ,
Homologni oblast 1 3 5 Homologni oblast
{L A barkazeta l
. 3 1.169 bp 1.646 bp 1.242 bp
cilovy vektor 200 tp

Obr. 7 Strategie ko-transformace protoplastit M. oryzae TALEN a konstruktem pro deleci genu
SDH (Arazoe et al., 2015a, upraveno).

2.2.2 CRISPR/Cas

2.2.2.1 Mechanismus CRIPSR/Cas

Poprvé byly série pfimych kratkych repetic objeveny v genomu bakterie Eschechia coli
v roce 1987, nicméné jejich funkce nebyla odhalena (Ishino et al., 1987). V roce 2005
bylo pii praci s kmeny Streptococcus thermophillus a Streptococcus vestibularis
zjiSténo, Ze tyto série piimych kratkych repetic jsou extrachromosomélniho pivodu
ado genomu téchto bakterii byly vc¢lenény béhem napadeni cizorodou DNA
(Bolotin et al., 2005). Pozdg&ji byly tyto repetice objeveny u celé fady zastupct Archea

a bakterii (Mojica et al., 2000), kde, jak bylo zjisténo, funguji jako obrana vici cizorodé
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DNA, virdlni i plasmidové. Tato funkce byla potvrzenaa v roce 2007, kdy byla ¢ast
fagového genomu zaclenéna do genomu bunék Streptococcus thermophillus, ¢imz tyto
bunky ziskaly rezistenci vici bakteriofagu (Barrangou et al., 2007).

Bylo prokazano, ze sekvence cizorodé DNA si bakterie vkladaji do tzv. CRISPR
oblasti ve svém genomu (Brouns et al., 2008), kde jsou nasledné tyto oblasti
transkribovany jako crRNA (CRISPR RNA) a spole¢né s tracrRNA (transactivating
crRNA) vytvaii strukturu gRNA (guide RNA), kterd navadi CRISPR asociovany
protein Cas9 na misto $tépeni cizorodé DNA (Obr. 8). Za ucelem editace genomu byla
vytvotena tzv. sgRNA (single guide RNA), kterd je kombinaci crRNA a tracrRNA
(Jinek et al., 2012).

Cas9 je multifunk¢ni protein tvofeny dvéma endonukleasovymi doménami, HNH
a RuvC (Nishimasu et al., 2014). Pfesného zacileni RNA navadéné Cas9 nukleasy
na specifickou sekvenci DNA je dosazeno diky 20 bp sekvenci crRNA
(tzv. protospacer), ktera se na zakladé komplementarity bazi paruje s cilovou DNA,
pficemz doména HNH Cas9 vnas$i zlom do c¢asti DNA komplementarni k crRNA
a RuvC doména vnasi zlom na komplementarni vlakno DNA (Gasiunas et al., 2012).

Utinnost §tépeni, tedy tvorby dvouvlaknového zlomu na cilové DNA, zavisi
na piitomnosti PAM (Protospacer Adjacent Motifs) o délce 3 bp, ktera se nachazi
za protospacerem (Mojica et al., 2009). Tato sekvence se u jednotlivych Cas9 proteint
1i8i, v ptipadé Cas9 Streptococcus pyogenes je za PAM povaZovéana sekvence NGG, se

snizenou ucinnosti téz NAG (Hsu et al., 2013).

Cas9

CCWTCCCMXJ
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b e
cilova sekvence |
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DNA 5} GGAGCCACUAGGGACAGGAUGUUUUAGAGCUA
: [
of ||| ||I| A
\CUAUUGCCUGAUCGGAAUARAAUT CGAUA
G_A
A A

CUUGAAAAAGUGTCAITCI:GT
| |

| G
r—mmmmmaiu

protospacer

tracrRNA

Obr. 8 CRISPR/Cas9 (https://www.systembio.com/crispr-cas9-plasmids, stazeno 27. 3. 2016).
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Vyse popsana Cas9 nukleasa vytvaii na cilové DNA dvouvldknovy zlom, coz
nasledné vede k aktivaci opravnych mechanismtit DNA, pfic¢emz poskozena DNA je pak
zpracovana mechanismem HR nebo NHEJ (Chen et al., 2013a; Nodvig et al., 2015).

Jinou formou Cas9 je Cas9 D10A vykazujici pouze §tépici aktivitu. Pokud tedy dojde
ke vzniku jednovlaknového zlomu na cilové DNA, nedochazi k aktivaci
NHEJ a v pfitomnosti homologniho templatu dochdzi ke zpracovani poskozené DNA
pouze pomoci HR (Cong et al., 2013).

Jinou verzi Cas9 je dCas9 obsahujici mutace H840A v HNH doméné a DI10A
VvV RuvC doméné¢. Tyto mutace zpisobujici, ze dCas9 nemd nukleasovou aktivitu, avsak
ma zachovanou schopnost vazat se na cilovou DNA, ¢ehoz miize byt vyuzito napiiklad
pii kontrole genové exprese (Qi et al., 2013) ¢i u lokalizace proteind, kdy mtize byt
dCas9 fazovan s GFP (Chen et al., 2013b).

Do dne$ni doby byly objeveny tfi typy CRIPSR/Cas systému (I, II a III), pficemz
zakladem CRISPR technologie pouZivané pro editaci genomu se stal systém II

(Makarova et al., 2011).

2.2.2.3 Vyuziti CRISPR/Cas9 u hub

V nedavné dobé byl CRISPR/Cas systém aplikovan 1 u celé fady hub, napiiklad
u zastupct rodu Aspergillus (Fuller et al., 2015; Katayama et al., 2015; Novig et al.,
2015), u fytopatogenni houby Magnaporthe oryzae (Arazoe et al., 2015b) ¢i u hub
Ustilago maydis a Trichoderma reesei (Liu et al., 2015; Schuster et al., 2015).

Nodvig et al. (2015) vyvinuli systém zalozeny na CRISPR/Cas9 pro editaci genomu
vlaknitych hub. Vzhledem k tomu, Ze v genomu Aspergillus nidulans nebyl dosud
identifikovan RNAP III promotor (promotor, ktery je pfepisovan RNA polymerasou III)
a sgRNA je obvykle transkribovana pod kontrolou tohoto promotoru (Ma et al., 2014),
byla v pribéhu tohoto experimentu pouzita chimérni sgRNA exprimovana pod RNAP II
promotorem (promotor, ktery je piepisovan RNA polymerasou II). Tento ptistup, ktery
byl jiz dtive aplikovan u kvasinek ¢i savéich bunék (Gao a Zhao, 2014b; Jacobs et al.,
2014; Nissim et al., 2014) spociva vtom, Ze chimérni sgRNA je soucasti vétsiho
transkriptu syntetizovaného RNA polymerasou II. Aktivaci dvou ribozymi HH
(hammerhead) a HDV (hepatitis delta virus), mezi které byla sgRNA vlozena, pak
dochazi v jadie k vystépeni sgRNA z tohoto transkriptu (Obr. 9).
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Obr. 9 Chimérni sgRNA (Nodvig et al., 2015, upraveno).

Hlavnim divodem pouziti ribozymt pii ziskani sgRNA pod kontrolou RNAP II
promotoru je fakt, Ze RNA polymerasa II vytvaii RNA, kterd je déale procesovéna.
Na rozdil od RNA, jez je pod kontrolou RNAP III je tedy doba, po kterou je tato RNA
ptitomna v jadfe velmi kratka (Hahn, 2004; White, 2011).

Ackoliv byly pro expresi sgRNA popsany i metody vyuzivajici RNAP II promotor
(Upadhyay et al., 2013; Jia a Wang, 2014) vedlo pouziti tohoto promotoru u vlaknitych
hub k nizsi G¢innosti mutageneze nez v ptipadé pouziti RNAP III promotoru. Niz§i
ucinnost mohla byt zpilisobena pravé tim, ze sgRNA, kterd byla exprimovana pod
RNAP [l promotorem byla ihned po vytvofeni transportovana do cytoplazmy, nedoslo
tedy k vytvotreni hybridni DNA/RNA v misté zlomu (Arazoe et al., 2015b).

Nodvig et al. (2015) nejdiive otestovali G¢innost pfipraveného systému u Aspergillus
nidulans, ktery byl transformovan CRISPR/Cas9 plasmidem obsahujicim sgRNA gen
S protospacerem zacilujicim exon 4 genu YA chromosomu 1. Pro mutaci byl vybran yA
gen kodujici p-difenoloxidasu, nebot’ u tohoto genu je velmi lehké ovéfit jeho aktivitu.
V ptipadé, ze je YA inaktivni, dochazi ke Zlutému zbarveni konidii, zatimco konidie WT
jsou zbarveny zelené. Z vysledkli je patrné (Obr. 10), Ze v piipadé exprese Cas9
i SgRNA byly kolonie A. nidulans zbarveny zluté nebo obsahovaly zluté sektory. Pro
zajimavost bylo 12 zelené zbarvenych kolonii A. nidulans ziskanych po transformaci
inokulovano na nové médium, v piipadé¢ vsSech kolonii doslo po case k vytvofeni
zlutych sektort, coz naznacuje, ze tato RNA fizend mutageneze je zavisla na Case

(Novig et al., 2015).
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Obr. 10 Mutace yA genu A. nidulans pomoci CRISPR/Cas. A - A. nidulans transformovany
plasmidem pFC331 kédujicim Cas9, bez sgRNA, B - A. nidulans transformovany plasmidem
pFC334 kédujicim Cas9 a sgRNA zacilujici YA gen, C - Kultivace zelenych kolonii A. nidulans
na pevném médiu z panelu B (Novig et al., 2015, upraveno).

Liu et al. (2015) se se zaméfili na vyuziti CRISPR/Cas systému u modelového
organismu T. reesei. Vzhledem k tomu, ze u T. reesei nebyl doposud identifikovan
RNAP III promotor, ptipravili Liu et al. (2015) mutanta T. reesei exprimujiciho pouze
Cas9. Nasledné byla ptipravena kazeta obsahujici sgRNA zacilujici lael gen kodujici
pfedpokladanou methyltransferasu pod T7 promotorem. Kazeta byla ligovana
do pMD-18T plasmidu a pouzita jako templat pro naslednou in vitro transkripci.
Protoplasty T. reesei byly ko-transformovany RNA fragmenty ziskanymi in vitro
transkripci a donorovou DNA (delecni konstrukt obsahujici 5° OS, selekéni marker
ura5 a 3" OS genu lael). Tento gen koduje orotatfosforibosyltransferasu, ktera
katalyzuje syntézu pyrimidinovych ribonukleotida (Bai et al., 1999). Pomoci PCR byla
u vSech 14 ziskanych transformantd potvrzena delece genu lael.

Tito védci se také zaméfili na frekvenci HR v zavislosti na délce 5 OS a 3" OS lael.
Z vysledkd vyplynulo, ze nejvyssi frekvence HR byla pii pouziti oblasti o délce
> 600 bp (100 %), nicméné i pii pouziti oblasti o délce pouhych 200 bp, dosahovala
uspésnost transformace 93 %.

Pomoci vyse popsaného CRISPR/Cas9 systému se podatilo skupiné Liu et al. (2015)
v T. reesei simultanné deletovat 2 geny - lael a vibl (kodujici predpokladané spojeni
mezi glukosovou signaliza¢ni drahou a represi katabolitu uhliku) (16% uspésnost) a
dokonce i tii geny - lael, vibl a clr2 (transkrip¢ni faktor zapojeny do regulace exprese

celulasového genu) (4,2% uspesnost).
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2.2.3 TALEN versus CRISPR/Cas

I pfes to, Ze oba systémy, TALEN i CRISPR/Cas, vykazuji vysokou cilovou specifitu,
dochazi v ptipadé CRISPR/Cas ke zvySené pfitomnosti tzv. off-target efektd. Tyto
efekty jsou zpiisobeny tim, Ze se SQRNA vaze na DNA s toleranci az 5 part bazi, které
nejsou komplementarni, ¢imZz dochazi ke vneseni mutaci nejen do cilové DNA, ale
napii¢ celym genomem (Cho et al., 2014). Z analyzy sekvenovani genomu dvou
transformant U. maydis odhalili Schuster et al. (2015) az 4 krat vy$si pocet téchto
mutaci nez bylo pozorovano u lidskych bunék (Kim et al., 2015). Toto zvySené
mnozstvi vnesenych mutaci vSak bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno pouzitim
lyzacniho enzymu v prib¢hu transformace, nebot’ zddna z 84 a 60 nalezenych mutaci
nebyla pobliz PAM sekvence. Tyto efekty mohou byt do zna¢né miry eliminovany
pouzitim proteinu Cas9, ktery vykazuje pouze $tépici aktivitu (Cas9D10A) a dvou
sgRNA (Mali et al., 2013) nebo pouzitim kratsi sgRNA o velikosti do 17 bp (Fu et al.,
2014). Na rozdil od CRISPR/Cas se v piipad¢ pouziti TALE nukleas vyskytuji tyto
efekty pomérné ziidka (Hockemeyer et al., 2011; Guilinger et al., 2014), u iPS buné&cné
linie (indukované pluripotentni kmenové bunky) dokonce nebyly pozovany vibec a to
ani v mistech homolognich s cilovou DNA (Park et al., 2014).

Vyhodou TALEN je také moZnost zacileni tohoto systému na jakoukoliv oblast
DNA, zatimco v ptfipadé CRISPR/Cas musi za cilovou sekvenci ndsledovat PAM
sekvence. Na druhou stranu musi v ptipadé TALE nukleas dojit k integraci levého
I pravého TALEN (Gaj et al., 2013).

Nevyhodou TALE nukleas je citlivost na methylaci cytosinu zejména v mistech CpG
dinukleotid (mechanismus vyuZzivany pii DNA uml¢ovani). Ackoliv se tato methylace
Casto vyskytuje v oblasti promotoru, mize se také objevit v kodujici oblasti DNA, coz
vede ke snizené aktivit¢ TALE nukleas (Herman et al., 1994; Valton et al., 2012). Dalsi
nespornou vyhodou CRISPR/Cas systému je jednoduchost pfi navrhu a konstrukei,
¢imz se sniZuje financni naro¢nost.

Po ptihlédnuti ke v§em vyhodam a nevyhoddm je CRISPR/Cas systém zvazovan

I pro mutagnezi C. purpurea (Vrabka J., osobni komunikace).
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2.3 Priprava Kkonstrukti pomoci kvasinkového rekombinaé¢niho

klonovani

Konstrukty pro deleci a nadexpresi vybranych genti pro transformaci C. purpurea jsou
nejéastéji pripravovany pomoci kvasinkového rekombina¢niho klonovani (Hinsch et al.,
2015; Neubauer et al., 2016). Toto klonovani, které na rozdil od klasického klonovani
nevyzaduje ligace DNA, je zalozeno na homologni rekombinaci v S. cerevisiae
(Orr-Weaver et al., 1981; Vo et al., 1997).

Tato metoda je snadnd, casové nenarocnd, cenoveé dostupna a navic nabizi moznost
klonovani vice DNA fragmentt do cilového vektoru v jednom kroku (lizasa a Nagano,
2006; Kuijpers et al., 2013). V ptipad¢é konstruktid pro deleci geni C. purpurea jsou
do cilového vektoru klonovany 5° OS, rezisten¢ni kazeta obsahujici gen rezistence
na phleomycin nebo hygromycin pod konstitutivnim promotorem Gpd nebo TrpC,
a3"0S (Obr.11). Tyto DNA fragmenty jsou amplifikovany metodou PCR
z ptislusnych DNA templati ¢i gDNA (Schiirmann et al., 2013). Geny rezistence jsou
transkribovany v opaéném sméru nez cilovy gen (Staben et al., 1989).

DNA amplikony jsou spolecné s linearizovanym vektorem ko-transformovany
do S. cerevisiae (Winstonet al., 1995). Aby bylo =zabranéno recirkularizaci
linearizovaného plasmidu, pouzivaji se na restrikci vektoru dva rozdilné restrikéni
enzymy nebo pii pouziti jednoho enzymu je vektor dale oSetien alkalickou fosfatasou.
Tento enzym patiici do skupin hydrolas odstraiuje fosfatovou skupinu na 5’ nebo
3" uhliku deoxyribosy, coz zabranuje ndslednému spojeni 5 konce jedné molekuly
s 3" koncem druhé molekuly (Seeburg et al., 1977; Pereira et al., 1995). Nejspise diky
vysoké schopnosti S. cerevisiae opravovat poSkozenou DNA vcetné odstranéné
fosfatové skupiny vsak tento zpusob oSetieni linearizovaného vektoru neni tak Géinny
jako v ptipadé in vitro ligace. Ztohoto divodu byla vyvinuta metoda zalozena
na oSetieni linearizovaného vektoru dATP a Taq DNA polymerasou, kterd tento
nukleotid ptfida na 3" konec DNA (Hu, 1993; Bessa et al., 2012).

Limitaci tohoto klonovani je pouziti prodlouzenych primer obvykle o délce
nejméné 50 bp, z toho 20-30 bp musi obsahovat sekvenci homologni na sekvenci DNA,
do které je DNA amplikon klonovan. Bylo dokédzano, Ze ¢im delsi je tato homologni
sekvence, tim se zvySuje ucinnost transformace S. cerevisiae. Pti pouziti sekvence 20 bp
byla ucinnost transformace do 20%, pii pouziti delsi sekvence (80 bp, 250 bp, 500 bp)
byla tato u¢innost vyssi nez 80% (Matsuo et al., 2010).
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Obr. 11 Strategie tvorby dele¢nich konstruktii pomoci kvasinkového rekombinac¢niho klonovani
(Hinsch a Tudzynski, 2015, upraveno).
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Dalsim omezenim této metody je nutnost pouziti vektoru obsahujiciho pocatek
replikace pro S. cerevisiae a selek¢ni marker, napiiklad ura3 (Christianson et al., 1992;
Schumacher, 2012). Nasledna selekce bun¢k S. cerevisiae je poté zaloZena na tom,
7e pouzity uracil-auxotrofni kmen S. cerevisiae neni schopen syntetizovat uracil, avSak
vektor pouzity natransformaci obsahuje ura3 gen kodujici orotidin-5-fosfat
dekarboxylasu, ktera katalyzuje syntézu pyrimidinovych ribonukleotidi (Sakai et al.,
1991).

Ptitomnost DNA insertli v plasmidu mize byt ovéfena pomoci metody colony PCR
nebo restrikci plasmidové DNA (Singh a Weijl, 2002). Vysledny konstrukt je pak
z plasmidové DNA S. cerevisiae amplifikovan metodou PCR (Colot et al., 2006).

Jinou moznosti pfi transformaci S. cerevisiae je pouziti shuttle vektoru, ktery kromé
pocatku replikace pro S. cerevisiae obsahuje také pocatek replikace pro E. coli.
Plasmidova DNA izolovana z S. cerevisiae je pak transformovana do bunék E. coli,
ve kterych je plasmid pomnozen (Sikorski a Hieter, 1989).

Vysledny konstrukt je z plasmidové DNA izolované z E. coli amplifikovan metodou
PCR nebo je zplasmidu pomoci restrikénich enzymi vystépen. V ptipadé pouziti
restrikénich enzymi jsou v primerech pro amplifikaci 5° OS a 3" OS zanesena unikatni
restrikéni mista, tak aby pomoci jednoho nebo dvou enzymi doSlo k vyStépeni
konstruktu obsahujiciho 5 OS, rezisten¢ni kazetu a 3" OS (Mey et al., 2002a).
Na transformace C. purpurea mize byt téz pouzita nelinearizovana ¢i jen linearizovana
plasmidova DNA (Scheffer et al., 2005b; Herrmann et al., 2014).

Z divodu absence metodiky pro rychlou piipravu konstruktd k transformaci
C. purpurea byly postupy, optimalizace a vysledky v této diplomové praci vyuZity
k zavedeni této metodiky na Oddéleni Molekularni biologie, CRH.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Claviceps purpurea Gal404 (TEVA Czech Industries, Ceska republika)

Claviceps purpurea 20.1 (Schardl et al., 2013)

Elektrokompetentni bunky Escherichia coli TOP 10 (NEB, Velka Britanie)
Saccharomyces cerevisiae FGSC 9721 (Winston et al., 1995)

Zito (Secale cereale) kultivar Lo37-PxL055-N (KWS Lochow GmbH) se saméi

sterilitou

3.1.2 Vektory

pDRIVE (Qiagen, Némecko)

pRS426 (Christianson et al. 1992)

pNAB-OCT, pNDH-OCT, pNDB-OGG, pNDH-OGG, pRS426 Pgpd-cpble
(Schumacher, 2012)

pDRIVE::CpTF1, pDRIVE::CpTF2 (Biova, 2016)

pPDRIVE::5" OS IpsA2, pDRIVE::3" OS IpsA2

3.1.3 Chemikalie

Na restrikce byly pouzity nasledujici restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie):

BamHI-HF - 20 000 U.ml™*
EcoRI-HF - 20 000 U.ml*
EcoRV-HF - 20 000 U.ml™
Hind!111 - 20 000 U.ml™*
Nhel-HF - 20 000 U.ml™
Ncol-HF - 20 000 U.ml™
Notl-HF - 20 000 U.ml*
Pstl - 20 000 U.ml™
Pvul-HF - 20 000 U.ml*
Sall-HF - 10 000 U.ml*
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Sbfl - 10 000 U.ml™
SnaBl - 5000 U.ml™*
Spel-HF - 20 000 U.ml™*
Sphl-HF - 20 000 U.ml*
Xbal - 20 000 U.ml*
Xhol - 20 000 U.ml*

a pufry pro restrikéni endonukleasy (NEB, Velka Britanie):

10x Cut Smart pufr
10x NEB 2.1 pufr

Dalsi pouzité enzymy a pufry:

Fast AP termosenzitivni alkalicka fosfatasa (1000 U.ml™) a 10x Fast AP pufr
pro termosenzitivni alkalickou fosfatasu (Thermo Scientific, USA)

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U.ml™) a 5x Gotaq Flexi pufr
(Promega, USA)

Lyza¢ni enzym Trichoderma harzianum (Sigma, USA)

Phusion High-Fidelity DNA polymerasa (2000 U.ml™) a 5x Phusion GC pufr
(NEB, Velka Britanie)

RevertAid H Minus transkriptasa (200000 U.ml?) a 5x Reakéni pufr pro
reverzni transkriptasu (Thermo Scientific, USA)

RNAsa A (10 mg.ml™) (Fermentas, Kanada)

TurboDNasa (2000 U.ml™) a 6x Reakéni pufr pro DNasu (Thermo Scientific,
USA)

Pouzita antibiotika

ampicilin (Sigma, USA)

hygromycin Gold (InvivoGen, Francie)

Standardy pro agarosovou a polyakrylamidovou elektroforézu:

50 bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA)

1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)

PageRuller unstained protein ladder (Thermo Scientific, USA)
SeeBlue Plus2 Pre-Stained standard (Thermo Scientific, USA)

Protilatky pouzité na Western blot:

primarni protilatka AntiGFP produkovana v kralikovi (Abcam,Velka Britanie)
sekundarni kozi protilatka proti kralicim imunoglobulinim Goat anti-Rabbit

znacena kienovou peroxidasou (Thermo Scientific, USA)
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Dalsi pouzité chemikalie:

6x vzorkovaci pufr (Thermo Scientific, USA), agar (HiMedia, Indie), agarosa
(Amresco, USA), akrylamid (Sigma, USA), amidocern (Merck, Némecko),
amoniak vodny roztok 25% (Lach:ner, Ceska republika), bisakrylamid (Sigma,
USA), bromfenolova modft (Sigma, USA), bromid ethidia (NeoLab, Némecko),
buthanol (Penta, Ceska republika), BSA (Sigma, USA), dATP (Fermentas,
Kanada), dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema, Ceska republika),
D-glukosa monohydrat (Lach:ner, Ceska republika), dNTPs (Fermentas,
Kanada), DMSO (Duchefa, Nizozemi), DNA ze spermii lososa (10 mg.ml™)
(Sigma, USA), dusi¢nan stifbrny (Sigma, USA), EDTA (Penta, Ceska
republika), ethanol 96% (Lach:ner, Ceska republika), formaldehyd 37%
(Lach:ner, Ceska republika), Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi), gb SG
PCR Master Mix (Generi biotech, Ceska republika), GFP-Trap_A (ChromoTek,
Némecko), glycerol (Lach:ner, Ceska republika), glycin (Lach:ner, Ceska
republika), Hoechst 33258 (Sigma, USA), hydrogenfosfore¢nan draselny
(Lach:ner, Ceska republika), hydrogenfosforeénan sodny dodekahydrét
(Lachema, Ceska republika), hydroxid draselny (Lach:ner, Ceska republika),
hydroxid sodny (Penta, Ceskd republika), chlorid hofe¢naty 25 mmol.I™*
(Promega, USA), chlorid hofetnaty 50 mmol.I"* (NEB, Velka Britanie), chlorid
lithny (Sigma, USA), chlorid sodny (Lach:ner, Ceska republika), chlorid
vépenaty (Penta, Ceska republika), inhibitory proteas koktejl 50x (Thermo
Scientific, USA), IPTG (Duchefa, Nizozemi), isopropanol (Lach:ner, Ceska
republika, kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin (Difco, USA),
kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), kyselina citronova monohydrat (Sigma,
USA), Kkyselina chlorovodikova 36% (Lachema, Ceska republika), kyselina
maleinova (Roth, Némecko), kyselina octova 80% (Lach:ner, Ceska republika),
kyselina sirova 98% (lach:ner, Ceska republika), L-asparagin monohydrat
(Sigma, USA), LB Broth (Sigma, USA), L-cystein (Lachema, Ceska republika),
methanol (Lach:ner, Ceska republika), f-merkaptoethanol (Sigma, USA), NP-40
(Sigma, USA), nuclease-free voda (Qiagen, Némecko) octan draselny (Penta,
Ceska republika), octan lithny (Sigma, USA), octan sodny (Penta, Ceska
republika), Oligo(dT) primer (Sigma, USA), PEG 3350 (Sigma, USA), PEG
6000 (AppliChem, Némecko), pepton (Merck, Némecko), persiran amonny
(Lach:ner, Ceské republika), PMSF (Thermo Scientific, USA), Protein Assay

23



roztok (BioRAD, USA), Rox - pasivni referen¢ni barvivo (Generi biotech,
Ceské republika), sacharosa (Lach:ner, Ceska republika), SDS (Penta Ceska
republika), siran hofeénaty heptahydrat (Penta, Ceské republika), siran Zeleznaty
heptahydrat (Sigma, USA), skelna vata (Sigma, USA), sorbitol (Duchefa,
Nizozemi), sm&s aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu (Clontech, USA),
Super Signal West Pico Chemiluminiscenéni substrat (Thermo Scientific, USA),
susené mléko odtu¢néné (Laktino, Ceska republika), TEMED (Sigma, USA),
thiosiran sodny pentahydrat (Sigma, USA), Tris (Duchefa, Nizozemi), Triton
X-100 (Sigma, USA), trypton (Duchefa, Nizozemi), Tween-20 (Sigma, USA),
uhli¢itan sodny (Sigma, USA), x-gal (Duchefa, Nizozemi).

3.1.4 Roztoky a média
Vsechny niZze uvedené roztoky a média, které byly autoklavovéany, byly sterilizovany

pti 120°C po dobu 20 min.

3.1.4.1 Roztoky a média pro praci s C. purpurea

0,2 mol.I*! hydrogenfosfore¢nan sodny

1,43 g hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, doplnéno do 20 ml destilovanou
vodou

0,2 mol.I"* hydroxid draselny

6,73 g hydroxid draselny, doplnéno do 600 ml destilovanou vodou

1 mol.I"* chlorid vapenaty

11,1 g chlorid véapenaty, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, autoklavovano

0,1 mol.I"! kyselina citrénova

0,77 g kyselina citronova monohydrat, doplnéno do 40 ml destilovanou vodou

0,2 mol.I"* kyselina maleinové

13,93 g kyselina maleinova, doplnéno do 600 ml destilovanou vodou

0,2 mol.I"t malat draselny

k 600 ml 0,2 mol.I"* hydroxidu draselného bylo pfilito takové mnozstvi 0,2 mol.l*
kyseliny maleinové, aby pH = 5,2

4 mol.I"* octan draselny

49,05 g octan draselny, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, autoklavovano
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1 mol.I* Tris-HCI

12,11 g Tris, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 7,5, autoklavovano

Bll agar pro selekci

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat, 1g hydrogenfosfore¢nan
draselny, 0,5 g siran hofe¢naty heptahydrat, doplnéno do 1 | destilovanou vodou,
pH = 8, autoklavovano

Gamborg B5 médium

0,75 g agarosa, 0,3 g Gamborg B5 medium, 1 g D-glukosa, doplnéno do 100 ml
destilovanou vodou

Hoechstovo barvivo

Zasobni roztok: 5 mg Hoechst 33258 v 10 ml Mcllvainova pufru
pracovni koncentrace: 50 pg.ml™

Kultivaéni BII agar

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat, 1g dihydrogenfosfore¢nan
draselny, 0,5 g siran hotecnaty heptahydrat, 0,01 g siran Zeleznaty heptahydrat, 12 g
agar, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovano

Kultivaéni BII médium

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat, 1g dihydrogenfosfore¢nan
draselny, 0,5 g siran hotecnaty heptahydrat, 0,01 g siran Zeleznaty heptahydrat,
doplnéno do 1 I destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovéano

Lyzacni pufr

4,84 g Tris, 2,92 g chlorid sodny, 1,86 g EDTA, 1 g SDS, doplnéno do 200 ml
destilovanou vodou, pH = 8,5, autoklavovano

Mantle agar

100 g sacharosa, 10 g L-asparagin, 1 g dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, 0,25 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,25 g siran hotfe¢naty heptahydrat, 0,125 g chlorid
draselny, 0,033 g siran zeleznaty heptahydrat, 0,27 g siran Zeleznaty heptahydrat, 0,01 g
L-cystein, 0,1 g kvasinkovy extrakt, 20 g agar, doplnéno do 1 | destilovanou vodou,
pH = 5,2, autoklavovano

Mcllvainuv pufr

17,39 ml 0,2 mol.I"* hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, 2,61 ml 0,1 mol.l™

kyselina citrénova

25



PEG roztok
7,5 g PEG 6000, 1,5 ml 1 mol.I"* chlorid vépenaty, 3 ml 1 mol.lI™ Tris, doplngno
do 30 ml destilovanou vodou, sterilizovano pies filtr s velikosti pora 0,22 um

Protoplastizaéni roztok

100 mg lyza¢ni enzym z Trichoderma harzianum rozpusténo ve 20 ml SmaC pufru,
sterilizovano pres filtr s velikosti pora 0,22 pm

SmaC pufr

123,88 g sorbitol, 5,88 chlorid vapenaty, doplnéno do 800 ml 0,2 mol.l" malatem
draselnym, autoklavovéano

STC pufr

154,84 g sorbitol, 1,22 g Tris, 7,36 g chlorid vapenaty, doplnéno do 1 1 destilovanou
vodou, pH = 7,5, autokldvovéano

Transformac¢ni BII agar

200 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat, 1g hydrogenfosfore¢nan
draselny, 0,59 siran hofe¢naty heptahydrat, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,

pH = 8, autoklavovano

3.1.4.2 Roztoky a média pro praci s E. coli
0,1 molLI* IPTG
23,8 mg IPTG rozpusténo v Iml DMSO

3 mol.I"* octan sodny

24,6 g Octan sodny, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 5,2, autoklavovano

0,1 mol.I" x-gal

20 mg x-gal rozpusténo v 1 ml nuclease-free vody, sterilizovano ptes filtr s velikosti
p6rt 0,22 um

LB agar

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth, 15 g agar, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,
pH = 7,2, autoklavovano

LB médium

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth, doplnéno do 1 I destilovanou vodou, pH = 7,2,

autoklavovano
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Roztok P1

0,6 g Tris, 0,3 g EDTA, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, RNAsa A o finalni
koncentraci 100 pg.ml’l, pH = 8, autoklavovano

Roztok P2

0,8 g hydroxid sodny, 0,1 g SDS, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou
autoklavovano

Roztok P3

29,4 g octan draselny, dopnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 5,5, autoklavovano
SOC médium

20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo
v 950 ml destilované vody. Poté bylo do roztoku pfiddno 10 ml 250 mmol.I* chloridu
draselného, pH = 7. Objem byl doplnén destilovanou vodou do 1 1. Po autoklavovani
bylo do roztoku piidano 20 ml 1 moll™ D-glukosy a 5 ml 2 mol.I* chloridu

hotec¢natého.

3.1.4.3 Roztoky a média pro praci s S. cerevisiae

1 mol.I"! octan lithny

10,2 g octan lithny, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, autoklavovano

PEG roztok

25 g PEG 3350 rozpusténo v 50 ml destilované vody, autoklavovano

SD-Ura agar

20 g D-glukosa monohydrat, 6,7 g kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin, 0,77 g
smés aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu (Clontech, USA), 16 g agar,
doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 5,8, autokldvovéano

SD-Ura médium

20 g D-glukosa monohydrat, 6,7 g kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin, 0,77 g
smés aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu (Clontech, USA), doplnéno do 1 |
destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovano

YPD agar

10 g kvasinkovy extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrat, 17,5 g agar,

doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovano
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YPD médium
10 g kvasinkovy extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrat, doplnéno do 1 1

destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovano

3.1.4.4 Roztoky pro SDS-PAGE
30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v) bisakrylamid

7,5 g akrylamidu rozpusténo v 17 ml sterilni vody, poté ptidano 0,2 g bisakrylamidu,
objem doplnén sterilni vodou na 25 ml

10x Elektrodovy pufr

30 g Tris, 144 g Glycin, 10 g SDS, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 8,3

4x SDS vzorkovaci pufr
4 ml glycerol, 3,2 ml 0,75 mmo.I"* Tris (pH = 6,8), 2,3 ml sterilni vody, 0,8 g SDS,

10 mg bromfenolové modii, 0,5 ml B-merkaptoethanolu

¢inidlo Bradfordové

BioRAd Protein Assay roztok a sterilni voda v poméru 1:4

Extrakéni pufr
0,24 g Tris, 0,88 g NaCl, 50 ul Triton X-100, doplnéno do 100 ml vodou pH =8

Pufr pro zaostiovaci gel

9,08 g Tris, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 6,8

Pufr pro separacni gel

27,25 g Tris, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 9,2
Separacni gel (5%)

1,25 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro separacni gel, 4,88 ml
sterilni voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persiran amonny
(100 mg/ml)

Separacni gel (10%)

2,5 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro separa¢ni gel, 3,63 ml
sterilni voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persiran amonny
(200 mg/ml)

Zaostrovaci gel (4%)

1 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro zaostfovaci gel, 5,13 ml
sterilni voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persiran amonny
(200 mg/ml)
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3.1.4.5 Roztoky pro Western blot

10x Pfenosovy pufr

15 g Tris, 72 g glycin, doplnéno do 500 ml destilovanou vodou, pH = 8,5

Blokovaci pufr

5 g suSené odtuénéné mléko, 2 g BSA, rozpusténo ve 100 ml TBS-T pufru

TBS pufr
2,42 g Tris, 29,22 g chlorid sodny, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 7,5

TBS-T pufr
2,42 g Tris, 29,22 g chlorid sodny, 0,5 ml Tween-20, doplnéno do 1 1 destilovanou
vodou, pH=7,5

Roztok amidoderng

0,1 g amidocerii, 10 ml 80% kyselina octova, 4 ml methanol, doplnéno do 100 ml

destilovanou vodou

3.1.4.6 Roztoky pro imunoprecipitaci GFP-faznich proteini pomoci
GFP Trap_A

1 mol.I* Tris
12,11 g Tris, dopInéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 10,3

Eluéni pufr
1,5 g glycin, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 2,5

Lyzaéni pufr

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodny, 0,015 g EDTA, 500 pul NP-40, doplnéno do 100 ml
destilovanou vodou, pH =7,5

Promyvaci pufr

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodny, 0,015 g EDTA, doplnéno do 100 ml destilovanou

vodou, pH=7,5
Promvvaci pufr s vyssi koncentraci Chloridu sodného

0,12 g Tris, 2,92 g chlorid sodny, 0,015 g EDTA, doplnéno do 100 ml destilovanou

vodou, pH=7,5

Redici pufr

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodny, 0,015 g EDTA, doplnéno do 100 ml destilovanou
vodou, pH=7,5
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3.1.4.8 Roztoky pro barveni polyakrylamidovych geli stfibrem
Roztok 1

50% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

Roztok 2

5% (v/v) ethanol, 1% (v/v) kyselina octova

Roztok thiosiranu sodného

0,02 g thiosiran sodny pentahydrat, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou

Roztok 3

0,2 g dusicnan stiibrny, 75 pl 37% formaldehyd, doplnéno do 100 ml destilovanou
vodou

Vyvijeci roztok

6 g uhli¢itan sodny, 50 pl 37% formaldehyd, 2 ml Roztoku thiosiranu sodného,
doplnéno do 100 ml destilovanou vodou

Zastavovaci roztok

5% (v/v) kyselina octova

3.1.4.9 Roztoky pro horizontalni agarosovou elektroforézu

2% (w/v) agarosovy gel

2 g agarosy rozpustén ve 100 ml TAE pufru

1% (w/v) agarosovy gel

1 g agarosy rozpustén ve 100 ml TAE pufru

0.7% (w/v) agarosovy gel

0,7 g agarosy rozpusténo ve 100 ml TAE pufru

TAE pufr
40 mmol.I™* Tris, 1 mmol.I'* EDTA, pH =8

3.1.5 Pouzité kity

NucleoBond Xtra MidiPrep kit (Macherey Nagel, Némecko)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Macherey Nagel, Némecko)
RNAgqueous Total RNA Isolation Kit (Ambion, USA)

Qiagen PCR cloning kit (Qiagen, Némecko)

QIAprep spin miniprep kit (Qiagen, Némecko)
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3.1.6 Software a programy

AlphaDigiDoc RT Gel Documentaéni systém (Alpha Innotech, USA)

BioEdit (Hall, 1999)

DataAssist (Applied Biosystems, USA)

ENA databaze (http://www.ebi.ac.uk/ena)

GenScript (http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/sequencing_primer_design)
ChemiDoc MP dokumentac¢ni systém (BIO-RAD, USA)

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/)

Zeiss ZEN Blue software (ZEISS, Némecko)

3.1.7 Laboratorni pomtcky

96 jamkové desticky MicroAmp Fast Optical (Applied Biosystems), Biirkerova
komirka (Marienfeld, Némecko), filtr s velikosti pord 0,22 pum, sklenéné kulicky
425-600 pm (Sigma, USA), nytexovd membrana (Fluka, Némecko), Miracloth
membréana (Calbiochem, Ceské republika), plastova folie MicroAmp Optical Adhesive
Film (Applied Biosystems), Immobilon-P PVDF membrana 0,45 um (Merck,
Némecko) a dalsi pomicky Oddéleni Molekularni biologie, CRH.

3.1.8 Pristroje

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus, Némecko), centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene,
Dénsko), centrifuga ROTANTA 460R (Hettlich, Némecko), elektroforeticka komtrka
pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko), elektroporator ECM 399 (BTX,
USA), epifluorescenéni mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Némecko), flowbox (Merci,
Ceska republika), inkubator (28°C) (Memmert, Némecko), inkubator (37°C) (Medline
Scientific limited, Némecko), lyofilizator SeduVac (LaboGene, Dansko), NanoDrop
NAS 99 (ACT gene, USA), PC s dokumenta¢nim systémem Alpha DigiDoc, Pikofuga
(Biosan, Litva), StepOne - termocycler pro qPCR (Applied Biosystems),
stereomikroskop (ZEISS, Némecko), svételny mikroskop Helago (Helago, Ceska
republika), systém Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, USA), termoblok (BIOER,
Cina), termocycler T-gradient (Biometra, Némecko), tiepacka Orbit 1000 (Labnet,
USA), UV/VIS spektrofotometr (Agilent, USA), vodni lazei (Labicom, Ceska

republika), vortex (Labnet, USA), zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko).
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3.2 Primery
Pro navrh primerd byly pouzity programy BioEdit, Primer3 a GenScript.
Pro vyhledavani nukleotidové sekvence geni a okrajovych sekvenci (OS) geni
C. purpurea byla pouzita ENA databaze.

Lyofilizované primery (Sigma-Aldrich, USA) byly dle navodu rozpustény v predem
stanoveném mnozstvi nuclease-free vody na koncentraci 100 pmol.l’l. Primery pro

kvasinkové rekombina¢ni klonovani o délce 45 - 49 bp byly precistény pomoci HPLC.

3.2.1 Navrh primeru pro kvasinkové rekombina¢ni klonovani

3.2.1.1 Primery pro tvorbu Kkonstruktu pro deleci vybranych geni

C. purpurea

V ramci této prace byly navrzeny primery pro piipravu konstruktii pro deleci gent
CPUR 00903 (anotovany jako linoleatdiolsynthasa), CPUR 01124 (anotovany jako
transkripéni faktor zapojeny do regulace biosyntézy néamelovych alkaloidi),
CPUR 04032 (anotovany jako A'2-desaturasa mastnych kyselin), CPUR_04073
(kédujici  neribosomalni lysergylpepttidovou synthetasu LPS4) a CPUR_05433
(kodujici transkripéni faktor zapojeny do regulace biosyntézy ergochromit) C. purpurea,
dale jen ozna¢ovany CpLDS1, CpTF1, CpFAH, IpsA2 a CpTF2, ve stejném potadi.

Primery pro amplifikaci 5" OS a 3" OS deletovanych gent byly navrzeny tak, aby
velikost DNA amplikond byla v rozmezi 600-1000 bp. Schéma nasednuti navrzenych
primert je na Obr. 12. Kazdy forward primer pro amplifikaci 5° OS obsahuje sekvenci,
ktera koresponduje s vektorem pRS426 (modra), reverse primer pak obsahuje sekvenci,
ktera koresponduje s terminatorovou sekvenci Phleomycinové rezistencni kazety
(¢ervend). Forward primer pro amplifikaci 3" OS oblasti obsahuje sekvenci, kterd
koresponduje s promotorovou sekvenci Phleomycinové rezistenéni kazety (Cervena)
areverse primer obsahuje sekvenci, ktera koresponduje se sekvenci vektoru pRS426
(modra).

Do kazdého forward primeru pro 5° OS a reverse primeru pro 3° OS byla zanesena
restrikéni mista (zelend, zlutd), ktera byla umisténa tak, aby z vysledného pRS426
plasmidu s DNA inserty (5 OS, Phleomycinova rezisten¢ni kazeta a 3~ OS) mohla byt
pomoci jedné restrikéni endonukleasy vyStépena DNA obsahujici pouze 5~ OS,

Phleomycinovou rezisten¢ni kazetu a 3" OS.
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Obr. 12 Schéma navrhu primert pro amplifikaci 3" OS a 5" OS cilového genu C. purpurea.
Seznam primeri pouZitych na amplifikaci 3" OS a 5" OS cilovych genii:

3F CPUR 00903
5° - SRR eI CECNGEEAE TCGTTTATACCTACTCTGTGCGA —-3°
3R CPUR 00903
5° - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCCCGTGGCAGGTAGATGACTT -3°
5F CPUR 00903
5° - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGATCCECCATCTCGTGATTGCCTTCC -3°
5R CPUR 00903

5 - CECNCCTCTCRNRIIORRAG  CTTCCTCTICTCGGGARCA -3

3F CPUR 01124

5~ N - CCCGTGCTACTTTTGET -3

3R CPUR 01124

5" - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCCAGTTGGTCGAGATCGAGGT -3~
5F CPUR 01124
5" - GGGTTTTCCCAGTCAGACGGGATCCCGACGCGATGCCTGAGAAGCGGAG -3~

5R CPUR 01124
57 -
3F CPUR 04032
5° - CCCE AR CCICEEEAE T T TGTTCGTGGAGGTGCTTG -3°
3R CPUR 04032
5° - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGAATTCTCCTGGTGAATATGGGTGCA -3’
5F CPUR 04032
5° - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGAATTCTCTTTGTTGTGCTCCGAGGT -3’
5R CPUR 04032
5° - NG GG AAE GCAGAGTAATTCGTTGCCCT  -3°
3F CPUR 04073
5° - CECEE A C I CICeEEAE TGTGGTCAACGCCGAGAGTA -3
3R CPUR 04073
5° - ACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCTGGAGAGTCTGGGCATCTAAC -3°
5F CPUR 04073
5° - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGATCECTGGACGGGCAATCAATCAG -3°
5R CPUR 04073
5° - NG NCC GGG NGEANE CAGCAGAGCCGGACGATATA  -3°
3F CPUR 05433
5 - NN CNENENEEEAE TCCAGTGTCCCTGAGTCGT -3
3R CPUR 05433
5° - ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGAATTCACAGTGTAACCCGAGGAA -3’
5F CPUR 05433
5° - GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCGAATTCGGCCATTCGAGAGGTTATTC -3°
5R CPUR 05433

5 - TR RRIONEORNG G TAA GAGAGGGTCCACGAG ~3°

CTCTGCAGGCAGTCCAAAA -3~
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3.2.1.2 Primery pro tvorbu konstrukti pro konstitutivni expresi
vybranych genu C. purpurea

V pribéhu této prace byly také navrzeny primery pro pfipravu konstruktl pro
konstitutivni expresi genit CPUR 00903, CPUR_ 01124, CPUR 04032, CPUR 04074
(kédujici neribosomalni lysergylpeptidovou synthetasu LPS1, dale jen IpsAl),
CPUR_04076 (kodujici dimethylallytryptophansynthasu DMATS, dale jen dmaW),
CPUR 04612 (anotovany jako flavinmonooxygenasa, dale jen CpYUCCA)
a CPUR_04616 (anotovany jako IAM hydrolasa, dale jen CplaaH) C. purpurea.

Vybrané konstrukty byly pfipraveny tak, aby jejich ¢teci ramce zahrnovaly
fluorescenéni proteiny mCherry nebo GFP (kodon optimalizované GFP na Botrytis
cinerea).

Pokud byla fluorescencni znacka umisténa na C-konec zdjmového proteinu, byly
primery pro kvasinkové rekombina¢ni klonovani navrzeny tak, ze kazdy forward primer
obsahuje sekvenci korespondujici se sekvenci promotoru OliC (modra), reverse primery
obsahuji sekvenci korespondujici se sekvenci mCherry (Cervend) nebo GFP
(zelena), reverse primery pro tvorbu konstrukt bez fluorescen¢ni znacky obsahuji
sekvenci korespondujici se sekvenci terminatoru Tub (rizova) ¢i Gluc (Seda).

Pokud byla fluorescen¢ni znacka umisténa na N-konec zajmového proteinu, byly
primery pro kvasinkové rekombinacni klonovani navrzeny tak, ze forward primer
obsahuje sekvenci korespondujici se sekvenci GFP (Zlutd), reverse primer obsahuje

sekvenci korespondujici se sekvenci terminatoru Gluc (Seda).
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Seznam primerid pouZitych na pripravu konstruktii pro konstitutivni expresi vybranych
genu:

CPUR 00903 OE mC_fw

5’ - CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCTAGCGGAGAGATGATTGGTG -3’
CPUR 00903 OE mC rev

5 - EEIECCICECEETIEENIAGERN A TCCTCCCACGTAATCTTCATACTCG -3
CPUR 00903 OE Ttub rev

5 - ETACCAATCACATCAGATATNTCAATCCTCCCACGTAATCTTCATAC -3°

CPUR 01124 OE mC_fw

5°- CTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCTCCGGCGGAAGATG =37
CPUR 01124 OE mC rev
5 - GTCAATGTGCTCCTTTTTCAG -3°

CPUR 04032 OE mC_fw
5" - CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCAGAAAACGCAGTTCTGCGGC -3°
CPUR 04032 OE mC rewv

5 - CTGAGTCTTCATTGAAATGGGCTTCG -3°
CPUR 04032 OE Ttub rev
5 - CTACTGAGTCTTCATTGAAATGGGC -3°

lpsAl A OE 1 fw PoliC

5°- CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCTATTCCAATTCCGGAGAAAC -3°
lpsAl D OE 8 rev GFP

5°- CTTACCTCACCCTTGGAAACCATCCGTGCCTTGCCCGTCGCATCATCTC -3°
lpsAl D OE 9 rev Tgluc

5°- CATACATCTTATCTACATACGTCACCGTGCCTTGCCCGTCGCATCATC -3°
dmaW PoliC OE fw

5°- CACATCACAATCGATCCAACCATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAAC -3°
dmaW GFP C rev

5'- CTTACCTCACCCTTGGAAACCATCTTCGTTGAGAGGTCACAGCGCCGG -3°
dmaW OE Tgluc rev

5°- CTAATCATACATCTTATCTACATACGCTACTTCGTTGAGAGGTCACAGC -3°
dmaW GFP OE fw

5°- GAACTTTACAAAGCGGCCGCTATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAAC -3°
CPUR 04612 OE mC fw

5’ - CTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGCCCACCGATCCAATGG -3
CPUR 04612 OE mC rev

5 - SRS T TC TCTTCATACTTGTATAAGCCC -3

CPUR 04612 OE Ttub rev

57 - ElCCREAGANGAGSAAE T2 A TTCTCTTCATACTTGTATAAGCCC -3
CPUR 04616 OE mC fw

5 - CCATCACATCACAATCEGATCCCARCCATGGGCTCACTCCCTGTTCTAC -3°
CPUR 04616 OE mC rev

5 - e ~ ». GC TTGGGTGGAGGTARAGG -3
CPUR 04616 OE GFP rev

5 - CIFRCETCACCETTEERARACEAT AAGCTTGGGTGGAGGTARAGGACCC -3
CPUR 05433 OE mC fw

5 - CCATCACATCACAATCGATCCARCCATGGACCATTCCATTGGCGGC -3°
CPUR 05433 OE mC rev

5 - S . TC TTCGCAGCATGTTAATTATATTTG -3

35



3.2.2 Dalsi pouzité primery

Nazev primeru

Nukleotidova sekvence primeru od 5" konce

Cp ACTIN SYBR fw
Cp ACTIN SYBR rev

CpBle sekl fw
CpBle sek2 rev

Cp GPD 1 SYBR fw
Cp GPD_ 1 SYBR rev
CPUR 00903 sek 1 fw
CPUR 00903 sek 2 fw
CPUR 00903 sek 3 fw
CpYUCCA sekl fw
dia CpAUX mC rev
hph fw
lpsAl 20.1 SYBR fw
lpsAl 20.1 SYBR rev
lpsAl-a fw

lpsAl-a rev
lpsAl-b fw

lpsAl-b rev
lpsAl-c fw
lpsAl-c_rev
lpsAl-d fw

lpsAl-d rev
lpsAl-a fw_ sekl
lpsAl-a rev_ sek2
lpsAl-b_ fw sek3
lpsAl-b_rev sekd
lpsAl-c_ fw sekb
lpsA-d fw sekb6
lpsAl-d rev _sek 7
lpsAl-d rev sek 8
lpsAl-A OE sek2 fw
lpsAl-B OE sek3 fw
lpsAl-C OE sekd fw
lpsAl-D OE sek5 fw
Phleo Hi3f2

Phleo out Hefe3
PoliC OE sekl fw
PRS426 fw

PRS426 rev

SP6

T7 promoter

Tgluc rev

TtubSR1

K
5
CpBlel fw 5°- CGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGCGATCGAGACCTAATACAGC-3°
CpBlel rev5’- GTTGGAGATTTCAGTAACGGTAAGTGGGCATTGCAGATGAGCTGTAT-3°
5

"~ GGAACACAAGCTGGCAGTCGACC -3~
"= TGTCTTCACCACCACCGA
"~ GCCGTCATAGGTCTTCTCGT =3~
"~ CTGATCCCGAGGCAATCTAC -3~
"~ GAAGCTTCTGGGGGATGAC -3~

"~ GAACCACAGCATCTTGACG
"~ GCTCGGAACTATGAGGATGG -3°

"~ GGAATGTCCACGAGGGTGTTT -3~

@]

o1 o1 oo oo OO o1 OO OO oo oo o1 o1 o1 o1 oo oo oo o1 g1 o1 O oo oo o1 o1 o1 Ol

- GCTCTTCCTCACGCCATT -3°
- TTCACGCTCGGCAGTAGT -3~

- GACCTTGTCAACCCCGCCGACAC -3~

-3

-3

"~ CCTCCACTAGCTCCAGCCAAGCCC =3~
"~ GACGAGAAGATGACGCACAC -3°

"~ AGCCTATCGACCATGTGCTG -3~

"~ TGGACCTGATTTCAAAGCTCG -3~
"~ TTGCTGTCCAAGTCGATTCG -3~

"~ CTTCTGCAAGCCCTCTTTGC -3~

"~ CTCAACGTCGGTAAGCTCCA =-3°

"~ CGCCTCGTTTCTAAGACTTCC =37
"~ GACGCGTTGGGAATAGCAAT -3°

"~ TGCTATTCCCAACGCGTCAT -3°

"~ TCTTCTTTGGACAGGTTGCG -3~

"~ AAGAGAACGACCAGCTCACA -3°

"~ AGCTTCACAACAAATGGCGT =3~

"~ CACCACGCGCTATATGATGG -3~

"~ GCCCAGACCGTTCATCAAAG =37

-~ TCTTCAGATCGAGCCACACA -3~

"~ GGAGATCCTCGTCGCAAAAC -3°

"~ CCCCTGCTCTACGATACGAG -3°

-~ ATCACACGAGCTGGTTACCA -3~

"~ TCTCTCCCTATCCCCGGAAA -3~

-~ GAAAAGCTCCTTCCTGTGCC =3~

-~ GTGGTTCTGCATGTGGTTTG -3~

"— GACGAGAAGATGACGCACAC =-3°

-~ GTGTTCAGGATCTCGATAAGATACG -3~
"~ GAGCTCGGTATAAGCTCTCC =3°

"~ CCCGGAAACTCAGTCTCCTT =-3°

"~ GCGTCGCGCCATTCGCCATTC =37
"~ CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGC =3~
"~ ATTTAGGTGACACTATAGAA -3°

"~ TAATACGACTCACTATAGGG =-3°

"~ GTCTTCCGCTAAAACACCCC =37

"~ GAGGTGTGAGCATGGAAGTGATG -3~
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3.3 Metody

3.3.1 Kvasinkové rekombinacni klonovani

Pomoci kvasinkového rekombinac¢niho klonovéni byly pfipraveny konstrukty pro deleci
a konstitutivni expresi vybranych genti C. purpurea. Pro pfipravu dele¢nich konstruktt
byl pouzit shuttle vektor pRS426, pro ptipravu konstrukt pro expresi vybranych gena
byly pouzity shuttle vektory pNDH-OCT, pNDB-OGG, pNAB-OCT a pNDH-OGG,
které se lisi piitomnosti genu rezistence na antibiotikum (hph nebo ble) a genem
kodujicim mCherry ¢ GFP. Pouzité vektory obsahuji pocatek replikace pro
S. cerevisiae a E. coli.

3.3.1.1 Priprava DNA pro tvorbu konstruktii pro konstitutivni expresi

vybranych genu C. purpurea

3.3.1.1.1 Klonovani do pDRIVE plasmidu

3.3.1.1.11PCR
Metodou PCR pomoci Phusion High-Fidelity DNA polymerasy byly z gDNA
C. purpurea 20.1 amplifikovany CpLDS1, CpFAH, IpsAl, dmaW, CpYUCCA, CplaaH
acasti A, B, C aD IpsAl(Tab. 1, 2). Jako negativni kontrola byla vzdy pouzita H,O.

Po skonceni elongace bylo vZzdy k PCR reak¢ni smési napipetovano 0,3 ul GoTaq G2
Flexi DNA polymerasy pro vytvofeni nespecifickych adenosinii na koncich DNA

amplikonti pro TA klonovani, inkubace 10 min pii 72°C.

Tab. 1 Slozeni PCR smési s pouzitim Phusion High-fidelity DNA polymerasy.

Slozka Objem [ul]
5x HF pufr 10

dNTPs (10 mmol.I™) 1

Fw primer (10 mmol.I™) 2,5

Rev primer (10 mmol.I™) 2,5
Phusion High-fidelity DNA polymerasa (2000 U.ml™) 0,5
Templat — gDNA C. purpurea (100 ng.ul™) 1,5
Nuclease-free H,0O 32
Celkovy objem 50
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Tab. 2 Nastaveni podminek PCR s pouzitim Phusion High-Fidelity DNA polymerasy.

Krok Teplota [°C] Cas []

1. Pocate¢ni denaturace 98 30

2. Denaturace 98 7

3. Annealing 61 20

4. Elongace 72 1 kb cca 20-30 s
5. Konecna elongace 72 600

CykKlus 2-4 byl opakovan 35x

3.3.1.1.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu

Ziskané DNA amplikony byly analyzovany pomoci horizontalni -elektroforézy
v agarosovém gelu. K 5 pl vzorku byl napipetovan 1 pl 6x vzorkovaciho pufru, jako
standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder. Fragmenty DNA do velikosti 10 kb byly
separovany v 1% agarosovém gelu, fragmenty DNA vétsi nez 10 kb byly separovany
v 0,7% agarosovém gelu. Pro zviditelnéni DNA bylo do 50 ml agarosového gelu
napipetovano 10 pl 0,5% bromidu ethidia. Po naneseni vzorkt a standardu na gel byla
elektroforetickd komtrka uzaviena a ptipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala
v 1x TAE pufru pfi konstantnim napéti 120 V. Po 40 min byl pofizen snimek gelu
pomoci dokumentac¢niho systému AlphaDigi a programu Allpha DigiDoc RT.

3.3.1.1.1.3 Purifikace DNA amplikont z PCR reak¢ni smési

Poté, co byla v agarosovém gelu zkontrolovana velikost ziskanych DNA amplikond,
byly PCR smési piecistény pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu (Macherey
Nagel, Némecko).

KPCR smési byl napipetovan dvojndsobny objem NTI pufru. Smés byla
napipetovana na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou, centrifugace 30 s (11000 g, RT).
Kolonka byla 2 x promyta 700 ul NT3 pufru, centrifugace vzdy 30 s (11000 g, RT).
Pot¢ byla kolonka pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a naprazdno
centrifugovdna 1 min (11000 g, RT). Kolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a inkubovéna 5 min pii 70°C. Nésledné bylo na kolonku napipetovano
50 ul nuclease-free vody (70°C), inkubace 1 min pii RT, centrifugace 1 min
(11000 g, RT). Na Nanodropu byla zméfena koncentrace ziskané¢ DNA.
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Tab. 3 Ligace DNA insertti do pDRIVE plasmidu.

Slozka MnoZstvi
DNA insert 2 ug

2x ligacni master mix 10 pl
pDRIVE klonovaci vektor (50 ng/ul) 1 ul

Doplnéno do 20 pl nuclease-free vodou

3.3.1.1.1.4 Ligace do pDRIVE plasmidu
Purifikované DNA fragmenty byly ligovany do pDRIVE plasmidu dle Tab. 3.
Po 2 h inkubaci pfi RT byla ligasa inaktivovana 10 min pii 70°C.

3.3.1.1.1.5 Transformace E. coli

Klonovaci vektor pDRIVE s DNA insertem byl transformovan do elektrokompetentnich
bungk E. coli TOP10 pomoci elektroporace.

Po 20 min inkubaci 50 ul elektrokompetentnich buné¢k E. coli TOP10 v 1,5 ml
mikrozkumavce naledu, byl k bunkam napipetovan 1 pl inaktivované ligaéni smési,
smes byla opatrné promichana. Po 5 min inkubaci na ledu byla smés ptepipetovana
do pfedem vychlazené elektropora¢ni kyvety, ktera byla nasledn¢ vlozena
do elektroporatoru, kde byl bunkam udélen elektricky puls 1800 V po dobu 5 ms.
Okamzité¢ po udéleni elektrického pulsu bylo k bunikdm napipetovano 250 pl SOC
média, smé&s byla piepipetovana do nové 1,5 ml mikrozkumavky, inkubace 1 h pii 37°C
na trepacce (200 rpm).

Ve flow-boxu bylo napipetovano 50 ul a 150 pl transformaéni smési na LB agar
s Ampicilinem (vysledna koncentrace v médiu 100 pg.ml™), 40 ul 0,1 moll™ IPTG
al10pul 0,1 mol.I™ x-gal. Smés byla pomoci sterilni hokejky rozetiena, inkubace
do dalsiho dne pii 37°C.

Nésledujici den byly ve flow-boxu pomoci sterilniho paratka vypichnuty z misek
s LB agarem a ampicilinem bile zbarvené kolonie E. coli, které byly ptfeneseny do 5 ml
LB média s ampicilinem (vysledna koncentrace v médiu 100 pg.ml™), inkubace pii

37°C na tfepacce (200 rpm) do dalsiho dne.

3.3.1.1.1.6 I1zolace plasmidové DNA alkalickou lyzi
Dalsi den bylo 5 ml bakterialni kultury E. coli postupné centrifugovano ve 2 mi
mikrozkumavce po dobu 3 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl resuspendovan ve 300 pl P1
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roztoku. Poté bylo ke smési napipetovano 300 pl P2 roztoku, smés byla promichéana.
Po 5 min inkubaci na ledu bylo do smési ptidano 300 ul P3 roztoku, smés byla opét
promichana. Po 5 min inkubaci na ledu byla smés centrifugovana 10 min (14 000 rpm,
4°C). Supernatant byl spolecn¢ s 1 ml Isopropanolu ptepipetovan do novych 2 ml
mikrozkumavek, centrifugace 30 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl promyt 500 ul 70%
Ethanolu (-20°C), centrifugace 5 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl vysusen v digestofi
aresuspendovan ve 100 pl nuclease-free vody. Na Nanodropu byla zméfena

koncentrace ziskané DNA.

3.3.1.1.1.7 Kontrolni restrikce

Pro ovéfeni Gspésnosti ligace DNA insertu do pDRIVE plasmidu byla plasmidova DNA
podrobena restrikéni analyze. Na restrikci byla pouzita jedna nebo dvé restrikéni
endonukleasy ve vhodném pufru (Tab. 4, 5), smés byla inkubovana pti 37°C do dalsiho

dne. Restrikéni smési byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy dle 3.3.1.1.1.2.

Jako standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

Tab. 4 Obecné slozeni restrikéni smési obsahujici jednu nebo dvé restrikéni endonukleasy pro
oveéfeni pritomnosti DNA insertu v plasmidu.

Slozka MnoZstvi

Pufr (10x) 2 ul

Enzym 1 3U (pouzity objem zavisi na koncentraci enzymu)
Enzym 2 3U (pouzity objem zavisi na koncentraci enzymu)
Plasmidova DNA 3ug

Doplnéno do 20 ul nuclease-free vodou

Tab. 5 Piehled restrikénich endonukleas a pufrii pouZzitych pro restrikéni analyzu plasmidové
DNA za téelem ovéfeni piitomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu.

Plasmid Enzym 1 Enzym 2 Pufr (10x)
pDRIVE::CpLDS1 EcoRI-HF - Cut Smart
pDRIVE::CpFAH EcoRI-HF - Cut Smart
pDRIVE::IpsAl EcoRI-HF - Cut Smart
PDRIVE::¢ast A IpsAl EcoRI-HF - Cut Smart
PDRIVE: :¢ast B IpsAl EcoRI-HF - Cut Smart
PDRIVE: :¢ast C IpsAl EcoRI-HF - Cut Smart
PDRIVE: :¢dast D IpsAl Sall-HF Sphl-HF Cut Smart
pDRIVE::dmaW EcoRI-HF - Cut Smart
pDRIVE::CpYUCCA BamHI-HF Xbal Cut Smart
pDRIVE::CplaaH EcoRI-HF - Cut Smart
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3.3.1.1.1.8 Kontrolni PCR

Pro kontrolu pfitomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla plasmidova DNA
pouzita jako PCR templat pro amplifikaci DNA insertu pomoci GoTaq G2 Flexi DNA
polymerasy a primert nasedajicich na SP6 a T7 prmotor pDRIVE plasmidu (Tab. 6, 7).

PCR smési byly analyzovany v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl
pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

Tab. 6 Nastaveni podminek PCR s pouzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy.

Krok Teplota [°C] Cas [s]

1. Poc¢ateéni denaturace 95 120

2. Denaturace 95 30

3. Annealing 58 30

4. Elongace 72 1kbcca60s
5. Konec¢na elongace 72 600

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x

Tab. 7 Slozeni PCR smési s pouzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy.

Slozka Objem [ul]

5x GoTaq pufr 2,5

dNTPs (10 mmol.I™) 0,25

Forward primer (10 mmol.I'™") 0,25

Reverse primer (10 mmol.I™) 0,25

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U.ml™) 0,07

Templat - gDNA C. purpurea (100 ng.pul™) 1

H,O 7,43

Celkovy objem 12,5

3.3.1.1.1.9 Precisténi plasmidové DNA pomoci QIAprep Spin Miniprep

kitu, sekvenace

Za tUcelem definitivniho ovéfeni ptitomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byl
plasmid izolovany alkalickou lyzi pfecistén pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu
(Qiagen, Némecko) a sekvenovan (Seqme s. r. 0.).

K plasmidové DNA izolované alkalickou lyzi byl napipetovan 5 x vétSi objem PB
pufru, smés byla promichdna a napipetovana na QIAprep kolonku se sbérnou
mikrozkumavkou. Po 1 min centrifugaci (16000 g, RT) byla kolonka promyta 750 ul PE
pufru, centrifugace 1 min (16000 g, RT). Poté byla kolonka pfenesena do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a centrifugovana naprazdno po dobu 1 min (16000 g, RT). Kolonka

byla opét pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano 40 pl
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nuclease-free vody (65°C), inkubace 1 min pfi RT, centrifugace 1 min (16000 g, RT).

Na Nanodropu byla zméfena koncentrace ziskané DNA.

3.3.1.1.2 Piiprava DNA na transformaci S. cerevisiae

Z ptipravenych pDRIVE plasmidii s DNA insertem byly metodou PCR pomoci Phusion
High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1 amplifikovany geny se stop kodonem
(v ptipadé tvorby konstruktu pro expresi genu bez fluorescenéni znacky nebo
C-terminalni fize GFP ¢i mCherry) nebo bez stop kodonu (v piipadé N-termindlni fuze
GFP nebo mCherry). Jako templaty byly téz pouzity plasmidy pDRIVE::CpTF1
a pDRIVE::CpTF2 (Biova, 2016). Velikost DNA amplikoni byla ovéfena
elektroforézou v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl pouzit 1 kb Plus
DNA ladder.

3.3.1.2 Priprava DNA pro tvorbu konstruktii pro deleci vybranych
genu C. purpurea
Pro piipravu dele¢nich Konstrukti byly 5 OS a 3" OS cilovych gent amplifikovany
metodou PCR pomoci Phusion High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1. Jako
templat byla pouzita gDNA C. purpurea 20.1 nebo plasmidy pDRIVE::5" OS IpsA2
apDRIVE::3" OS IpsA2.

Phleomycinova rezisten¢ni kazeta byla amplifikovana z vektoru pRS426_Pgpd-cpble
pomoci Phusion High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1.

Velikost ziskanych DNA amplikontl byla ovétena elektroforézou v agarosovém gelu

dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

3.3.1.3 Restrikce shuttle vektoru

Vektory pouzité pro kvasinkové rekombinacni klonovani byly Stépeny restrikénimi
endonukleasami. Restrikéni smés vzdy obsahovala 2,5 pg shuttle vektoru, 2,5U
enzymu 1, ptipadné i enzymu 2 ve 20 pl reakci (Tab. 8).

V piipad¢ linearizace pPNDH-OCT, pNAB-OCT, pNDB-OGG a pNDH-OGG
enzymem Ncol-HF byly vektory linearizovany mezi promotorem OliC a mCherry
¢i GFP. V ptipadé linearizace pPNDB-OGG enzymem Notl-HF byl vektor $t€pen mezi
GFP a Gluc terminatorem. Pfi pouziti enzyma Ncol-HF a Notl-HF byl gen kodujici
GFP nebo mCherry z vektoru vystépen.
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Tab. 8 Piehled restrikénich endonukleas a pufri pouzitych pro $tépeni shuttle vektorti pouzitych
na kvasinkové rekombina¢ni klonovani.

Vektor Enzym 1 Enzym 2 Pufr (10x)
pNDH-OCT Ncol-HF - Cut Smart
pNDH-OCT Ncol-HF Notl-HF Cut Smart
pPNAB-OCT Ncol-HF - Cut Smart
pNAB-OCT Ncol-HF Notl-HF Cut Smart
pNDB-0GG Ncol-HF - Cut Smart
pNDB-OGG Ncol-HF Notl-HF Cut Smart
pNDB-0GG Notl-HF - Cut Smart
pNDH-0OGG Ncol-HF - Cut Smart
pNDH-OGG Ncol-HF Notl-HF Cut Smart
pRS426 Xhol EcoRI-HF Cut Smart

Velikost ziskanych DNA fragmentd byla ovéfena pomoci -elektroforézy
v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

3.3.1.4 Osetieni vektoru alkalickou fosfatasou

Linearizovany shuttle vektor byl pfed transformaci S. cerevisiae oSetien alkalickou
fosfatasou (Tab. 9). Po 10 min inkubaci pii 37°C byla alkalicka fosfatasa inaktivovana
5 min pii 75°C.

Tab. 9 Osetieni restrikéni smési alkalickou fosfatasou.

Slozka Objem [ul]
10x pufr pro alkalickou fosfatasu 2
Alkalicka fosfatasa (1000 U.ml™) 1
Restrik¢ni smes obsahujici nastépeny shuttle vektor 10
Nuclease-free H,0 7

Celkovy objem 20

3.3.1.5 Transformace S. cerevisiae a E. coli

3.3.1.5.1 Piiprava bunék S. cerevisiae
Prvni den byla pomoci sterilntho péaratka ve flowboxu pienesena kolonie
uracil-auxotrofniho kmene S. cerevisiae FGSC 9721 z YPD agaru do 5 ml YPD média,
inkubace pti 28°C do dal$iho dne na tfepacce (200 rpm).

Druhy den byly 2 ml narostlé kultury S. cerevisiae ptepipetovany do 50 ml YPD
média ve 250 ml Erlenmayerové bance, inkubace pii 28°C na tfepacce (200 rpm)

do doby nez ODggo~ 1 (cca 4 h).
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50 ml narostlé kultury S. cerevisiae bylo centrifugovano v 50 ml Falcon zkumavce
po dobu 10 min (5600 g, RT). Pelet byl promyt 50 ml sterilni vody, centrifugace 10 min
(5600 g, RT). Pelet byl resuspendovan v1 ml 100 mmol.I* octanu lithného,
centrifugace 10 min (5600 g, RT). Pelet byl resuspendovan ve 400 pl 100 mmol.I*

octanu lithného.

3.3.1.5.2 Transformace S. cerevisiae

Ve flowboxu byly nachystany 1,5 ml mikrozkumavky, pficemz jedna mikrozkumavka
vzdy slouzila jako pozitivni kontrola transformace ajedna jako negativni kontrola
transformace. Do nachystanych 1,5 ml mikrozkumavek byly napipetovany chemikalie
a DNA dle Tab. 10. V piipad¢ pozitivni kontroly byl do mikrozkumavky napipetovan
pouze nenastépeny vektor (2,5 pg), vpfipadé negativni kontroly bylo
do mikrozkumavky napipetovano pouze 1,5 ul nastépeného vektoru.

DNA ze spermii lososa (pfenaie¢ DNA) o koncentraci 10 mg.ml™ a objemu 100 pl
v 1,5 ml mikrozkumavce byla denaturovana 5 min pii 95°C, inkubace 5 min na ledu.

Do 360 pl piipravené transformacni smési bylo napipetovano 10 ul pfipravené
denaturované DNA ze spermii lososa a 50 pl bunééné suspenze S. cerevisiae. Po 30 min
inkubaci pii 30°C byly smé&si inkubovany 30 min pii 42°C. Smé&s byla kratce stoCena
na pikofuze a vétsi Cast supernatantu byla odpipetovana. Pelet byl resuspendovan
ve zbylém supernatantu a pomoci sterilni hokejky byla smés ve flowboxu rozetfena
na misky s SD agarem bez uracilu, inkubace pii 28°C 3 dny.

Po tfech dnech byl ve flowboxu na SD-Ura agar s narostlymi koloniemi S. cerevisiae
napipetovan 1 ml SD-Ura média a pomoci sterilni hokejky byly v médiu kolonie
S. cerevisiae resuspendovany. Vznikla suspenze bun€k byla piepipetovana do 4 ml

SD-Ura média, inkubace 2 h pti 28°C na tiepacce (200 rpm).

Tab. 10 Chemikalie a DNA pouzité na transformaci S. cerevisiae FGSC 9721.

Chemikalie, DNA Mnozstvi [ul]
50% PEG 3350 240

1 mol.I'* LiOAc 36

nastépeny shuttle vektor 1,5

(pRS426, pNAB-OCT, pNDH-OCT, pNDB-OGG, pNDH-OGG)

PCR fragment 5

(dele¢ni konstrukty - 5° OS, Phleomycinova rezisten¢ni kazeta, 3° OS
konstrukty pro expresi genti - gen s/bez stop kodonu)

Doplnéno do 360 pl nuclease-free vodou
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3.3.1.5.3 Izolace plasmidové DNA z S. cerevisiae

Ze 4 ml kultury S. cerevisiae v SD-Ura médiu byla izolovana plasmidova DNA pomoci
alkalické lyze dle 3.3.1.1.1.6. Poté, co byl pelet resuspendovan v Pl roztoku, byly
do smési ptidany sklenéné kulicky 425-600 pm Kk rozruseni bunééné stény. Pelet DNA
byl resuspendovan ve 20 ul nuclease-free vody. Na Nanodropu byla zméfena
koncentrace ziskané DNA.

Ziskana plasmidova DNA byla pouzita na transformaci E. coli dle 3.3.1.1.1.6.
Plasmidova DNA izolovana z bakterialnich kultur E. coli byla podrobena restrikéni
analyze (Tab 11, 12) a PCR.

Na kontrolni PCR byla pouzita GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa dle 3.3.1.1.1.8.
V ptipad€ dele¢nich konstruktd byly pouzity kombinace primerd SF + Phleo Hi3f2
a Phleo out Hefe3 + 3R, v pripad¢é konstruktii pro expresi genl byly pouzity primery
PoliC _OE sekl fw, Ttub SR1 nebo Tgluv rev. Primer Phleo Hi3f2 naseda
do terminatoru Phleomycinové rezistenéni kazety, Phleo out Hefe3 naseda do éteciho
ramce Phleomycinové rezistencni kazety, PoliC_OE sekl fw nasedd do promotoru
OliC, Ttub rev naseda do Tub terminatoru a Tgluc rev nasedd do Gluc terminatoru.
Ziskan¢ DNA fragmenty byly analyzovany v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako
standard byl pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

Tab. 11 Restrik¢éni endonukleasy a pufry pouzité pro restrikéni analyzu pro ovéfeni pfitomnosti
DNA insertu v pNDH-OCT, pNAB-OCT, pNDB-OGG nebo pNDH-OGG s/bez fluorescenéni
znacky.

Plasmid Enzym 1 Enzym 2 Pufr (10x)
pNDH-OCT::CpLDS1ImCherry” EcoRI-HF Pvul-HF Cut Smart
PNDH-OCT::CpLDS1 mCherry EcoRI-HF Pvul-HF Cut Smart
pNDH-OCT::CpTF1 mCherry* SnaBl Nhel-HF Cut Smart
pNDH-OCT::CpFAH mCherry* SnaBI BamHI-HF Cut Smart
pNDH-OCT::CpFAH mCherry SnaBl BamHI-HF Cut Smart
PNDH-OGG::IpsAl gfp™ SnaBl - Cut Smart
pNDH-OGG::IpsAl gfp SnaBl - Cut Smart
pNDB-OGG::dmaW gfp* (GFP na C-konci) Nhel Xbal NEB 2.1
pNDB-OGG:: dmaw gfp* (GFP na N-konci) Nhel Xbal NEB 2.1
pNDB-OGG:: dmaW gfp Nhel Xbal NEB 2.1
pPNAB-OCT::CpYUCCA mCherry* EcoRI-HF Spel-HF Cut Smart
PNAB-OCT::CpYUCCA mCherry EcoRI-HF Spel-HF Cut Smart
pNDH-OCT::CplaaH mCherry” HindlIll Pstl NEB 2.1
pNDH-OGG::CplaaH gfp” HindlIll Pstl NEB 2.1
pNDB-OGG::CplaaH gfp” HindlIll Pstl NEB 2.1
pNDH-OCT::CpTF2 mCherry* EcoRI-HF EcoRV-HF Cut Smart
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Tab. 12 Restrikéni endonukleasy a pufry pouzité pro restrikéni analyzu pro ovéteni pfitomnosti
DNA insertii v pRS426.

Plasmid Enzym Pufr (10x)
pRS426::ACpLDS1 BamHI-HF Cut Smart
pRS426::ACpTF1 BamHI-HF Cut Smart
PpRS426.::ACpFAH EcoRI-HF Cut Smart
pRS426::AlpsA2 BamHI-HF Cut Smart
PpRS426::ACpTF2 EcoRI-HF Cut Smart

Shuttle vektory obsahujici DNA inserty byly opét precistény pomoci QIASpin
MiniPrep kitu (Qiagen, USA) dle 3.3.1.1.1.9. Pfitomnost DNA insertu byla ovéfena

sekvenovanim (Segme S. . 0.).

3.3.2 Transformace C. purpurea

Za UcCelem funkéniho ovéfeni pfipravenych konstrukti byly plasmidy
pPNDH-OGG::IpsAl gfp* a pNDH-OGG::IpsA g¢fpl™ spole¢né s pPNDH-OGG (volné
GFP) pouzity na transformaci C. purpurea 20.1 a C. purpurea Gal404.

3.3.2.1 Priprava DNA

3.3.2.1.1 Izolace plasmidové DNA pomoci NucleoBond Xtra kitu

Prvni den bylo 10 pl kultury E. coli TOP10 nesouci pNDH-OGG::IpsAl gfp™,
pNDH-OGG::IpsAl gfp" nebo pNDH-OGG napipetovano do 5 ml LB média
s ampicilinem (vysledna koncentrace v médiu 100 pug.ml™), inkubace do dalsiho dne
pti 37°C na tfepacce (200 rpm).

Nasledujici den bylo 400 pl narostlé kultury E. coli ptepipetovano do 200 ml LB
média s ampicilinem (vysledna koncentrace v médiu 100 pg.ml™), inkubace do dal§iho
dne pti 37°C na tiepacce (200 rpm).

Dalsi den byla z 200 ml narostlé kultury E. coli izolovana plasmidova DNA pomoci
NucleoBond Xtra MidiPrep kitu (Macherey Nagel, Némecko). Po 20 min centrifugaci
(5600 g, 4°C) kultury byl pelet resuspendovan v 8 ml RES pufru a smés byla
ptrepipetovana do nové 50 ml Falcon zkumavky. Ke smési bylo napipetovano 8 ml
Lyzac¢niho pufru, smés byla promichéna pievracenim zkumavky 5 x. Po 5 min inkubaci
pfi RT bylo do smési pfidano 8 ml Neutraliza¢niho pufru, smés byla promichéna

oto¢enim zkumavky 5 x. NucleoBondXtra kolonka byla spole¢né s vlozenym filtrem
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upevnéna na 50 ml Falcon zkumavku, kterd slouzila k odchytu tekutého odpadu.
Kolonka byla spole¢né s vlozenym filtrem ekvilibrovana 12 ml Ekvilibra¢niho pufru.
Poté byla na filtr nalita homogenni suspenze precipititu. Kolonka s filtrem byly
promyty 5 ml Ekvilibra¢niho pufru. Filtr byl odstranén a na kolonku bylo napipetovano
8 ml Promyvaciho pufru. Poté byla kolonka upevnéna na novou 50 ml Falcon

zkumavku a DNA byla eluovana 5 ml Elu¢niho pufru (50°C).

3.3.2.1.2 Precipitace DNA octanem sodnym a isopropanolem
Plasmidova DNA izolovand pomoci NucleoBond Xtra MidiPrep kitu byla precipitovana
octanem sodnym a isopropanolem. K 5 ml plasmidové DNA bylo napipetovano 500 pl
3M octanu sodného (pH = 5,2) a3,5 ml isopropanolu. Smés byla promichéna,
centrifugace 30 min (21000 g, 4°C). Pelet byl promyt 1,5 ml 70% ethanolu (-20°C),
centrifugace 10 min (21000 g, 4°C). Pelet byl vysuSen aresuspendovan v 600 pl
nuclease-free vody. Na Nanodropu byla zméfena koncentrace ziskané DNA.

Izolované plasmidy (200 pg) byly linearizovany restrikéni endonukleasou Sbfl
s pouzitim Cut Smart pufru. Poté, co byla v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2
zkontrolovana velikost linearizovaného plasmidu, byla restrikéni smés pieciSténa

pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey Nagel, Némecko) dle
3.3.1.1.1.3.

3.3.2.2 Priprava protoplasti

Prvni den bylo 50 ml BII kultivaéniho média v 50 ml Erlenmayrové baiice inokulovano
C. purpurea 20.1 nebo C. purpurea Gal404, inkubace 3 dny pii 28°C na tiepacce
(200 rpm) ve tm¢.

Po tfech dnech bylo 50 ml narostlé kultury centrifugovano v 50 ml Falcon zkumavce
po dobu 10 min (5600 g, RT). Mycelium bylo promyto 50 ml SmaC pufru, centrifugace
10 min (5600 g, RT). K myceliu bylo nalito 20 ml Protoplastiza¢niho roztoku, inkubace
2 h pii 28°C na tfepacce (80 rpm). Po 2 h byla smés zfiltrovana pfes Nytexovou
membranu, filtrat byl centrifugovan 10 min (900 g, RT). Ziskané protoplasty byly 2x
promyty 5 ml STC pufru, centrifugace vzdy 10 min (900 g, RT). Pelet byl
resuspendovan v 1 ml STC pufru.

Pod mikroskopem byla v Biirkerové komirce zkontrolovana hustota ziskanych

protoplasti (optimalni hustota 5.10° protoplastd v 1 ml STC pufru).
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3.3.2.3 Transformace protoplasti

Ve flowboxu byla do 12 ml Falcon zkumavky napipetovéana transformac¢ni smés - 10 ul
(5-10 pg) precisténé linearizované plasmidové DNA, 90 ul STC pufru a 100 pl
protoplastii. Po 20 min inkubaci smési pii RT byly do zkumavky napipetovany 2 ml
PEG roztoku. Po 5 min inkubaci pfi RT byly do smési napipetovany 4 ml STC pufru.

Na transformace bylo ve flow-boxu pfichystano 200 ml BII transforma¢niho agaru
(50°C) a 10 Petriho misek. Do prvni Petriho misky bylo nalito 20 ml BII agaru
a napipetovano 11 pl protoplastii. Tato miska slouzila pro kontrolu protoplastizace (zda
jsou ziskané protoplasty schopné ristu). Do druhé misky bylo nalito 20 ml Bll agaru
aptfidano 690 pl transformacni smési. Tato miska slouzila pro kontrolu transformace
(zda nebyly protoplasty béhem transformace usmrceny). Do zbylych 8 misek bylo
rozlito 160 ml BII agaru, pficemz do kazdé misky bylo napipetovano 690 pul
transformacéni smési.

Po 24 h bylo 8 Petriho misek s BII agarem a transforma¢ni smési pievrstveno 10 ml
BII transforma¢niho agaru (50°C) s hygromycinem (koncentrace hygromycinu
v pouzitych 10 ml BII agaru byla 600 pg.ml™), inkubace 9 dni pii 28°C ve tms.

Po 9 dnech byla narostla mycelia C. purpurea pienesena na BIl agar pro selekci

s hygromycinem (vysledna koncentrace v médiu byla 200 pg.ml™).

3.3.3 Ovéreni transformace C. purpurea

3.3.3.1 Izolace genomové DNA C. purpurea

Den pfed izolaci genomické DNA byly ve flowboxu vyfezany casti mycelii
predpokladanych transformanti C. purpurea. Mycelia byla pienesena do 2 ml
mikrozkumavek, jejichZ vicka byla propichnuta sterilni jehlou. Mikrozkumavky byly
umistény do kadinky, zality tekutym dusikem a lyofilizovany pies noc.

Nasledujici den bylo kazdé mycelium pieneseno do nové 2 ml mikrozkumavky,
zalito tekutym dusikem a pomoci Spachtle rozdrceno. Ke vzorku bylo napipetovano
600 ul Lyzacniho pufru. Po 20 min inkubaci na tfepacce (200 rpm) pii RT bylo
ke vzorku s Lyzaénim pufrem napipetovano 400 pl 5 mol.l™ octanu draselného,
inkubace 20 min (- 20°C). Po 20 min centrifugaci (14 000 rpm, 4°C) byl supernatant
spolecné s 1 ml Isopropanolu piepipetovan do novych 2 ml mikrozkumavek. Obsah

mikrozkumavek byl promichan, inkubace 45 min (-20°C). Po 30 min centrifugaci
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(14 000 rpm, 4°C) byl pelet promyt 500 ul 70% ethanolu (-20°C), centrifugace 5 min
(14 000 rpm, 4°C). Poté, co byl pelet vysusen, byl resuspendovan v 50 pl nuclease-free

vody. Na Nanodropu byla zméfena koncentrace ziskané DNA.

3.3.3.2 Diagnosticka PCR

Ziskana gDNA byla déale pouzita jako templat pro diagnostickou PCR (Obr. 13)
s pouzitim GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.8 zaucelem ovéteni
pritomnosti plasmidi pouzitych na transformaci. Jako pozitivni kontroly byly pouzity
plasmidy pNDH-OGG::lpsAl gfp*, pNDH-OGG::IpsAl gfp" a pNDH-OGG. DNA
amplikony byly analyzovany v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl
pouzit 1 kb Plus DNA ladder.

A
hph fw S < 1psa1-a_sek2_rev
IpsAl-d_sek6_fw ‘ « Tgluc_rev
8
hph fw EE» ‘ IpsAl-a_sek2_rev
IpsAl-d_sek6_fw ’ . Tgluc_rev
C

‘ Tgluc_rev

PoliCc GFP  Tgluc

Obr. 13 Schéma nasednutti primert pouzitych na diagnostickou PCR. A - pNDH-OGG::IpsAl
gfp*, B - pNDH-OGG::IpsA1l gfp’, C - pNDH::OGG.
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3.3.4 Monosporicka izolace

Transformanti C. purpurea byli péstovani na sporulacnim Mantle agaru po dobu
3 tydni pii 28°C na svétle. Po tfech tydnech byly na kazdou misku napipetovany 3 ml
vody. Spory C. purpurea byly z agaru setfeny pomoci sterilni gumové tyc¢inky, smés
byla filtrovana pies skelnou vatu do nové 1,5 ml zkumavky.

Spory byly fedény vodou 10x, 100x a 1000x. Nasledné bylo 200 ul roztoku spér
z kazdého fedéni napipetovano na BII agar pro selekci s hygromycinem (findlni
koncentrace v médiu 200 pg.ml™) a na BII kultivaéni agar.

Po 48 h a po 72 h byly zBIl agaru s hygromycinem pod stereomikroskopem
vytezany kli¢ici spory, které byly pfeneseny na novy BII agar s hygromycinem (finalni
koncentrace v médiu 200 pg.ml™), kultivace 7 dni.

Po tydnu byla z narostlych mycelii C. purpurea izolovana gDNA dle 3.3.3.1.1,
piitomnost pPNDH-OGG::IpsA1 gfp*, pPNDH-OGG::IpsAl gfp” a pPNDH-OGG byla opét
potvrzena diagnostickou PCR dle 3.3.3.2.

3.3.5 gPCR

3.3.5.1 Priprava biologického materialu

Transformanti  C. purpurea ziskani z monosporické izolace byly spolecné
s odpovidajicimi WT kontrolami kultivovani v 50 ml BII kultivaéniho média ve 250 ml
Erlenmayerovych bankach na ttepacce (200 rpm) pii 28°C ve tmé po dobu 3 dni.

Po 3 dnech byla mycelia filtrovana pfes Miracloth membranu a opatrné pienesena
do novych 50 ml Falcon zkumavek, ve kterych byla zalita tekutym dusikem. Poté,
co byla vicka Falcon zkumavek propichnuta sterilni jehlou, byly zkumavky umistény
do lyofilizatoru, lyofilizace probihala pies noc.

Nasledujici den bylo lyofilizované mycelium ve tfeci misce zalito tekutym dusikem

a pomoci tloucku rozdceno. Takto pfipraveny material byl pouZit na izolaci RNA.

3.3.5.2 Izolace RNA

Z 10 mg lyofilizovaného mycelia C. purpurea byla pomoci RNAqueous Total RNA
Isolation kitu (Ambion, USA) izolovana RNA. Ke vzorku ve 2 ml mikrozkumavce byl
napipetovan 1 ml Lyza¢niho pufru. Po 15 min inkubaci na tfepacce (200 rpm) pii RT
byl vzorek centrifugovan po dobu 5 min (21000 g, RT). Supernatant byl spolecné s 1 ml
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64% ethanolu piepipetovan donové 2 ml mikrozkumavky. Smés byla postupné
po 700 ul ptepipetovana do kolonky se sbérnou mikrozkumavkou, centrifugace vzdy
30s (11000 g, RT). Smés, ktera kolonkou protekla, byla odstranéna. Kolonka byla
promyta 700 ul Promyvaciho pufru 1, centrifugace 30 s (11000 g, RT). Poté byla
kolonka 2 x promyta 500 pl Promyvaciho pufru 2/3, centrifugace vzdy 30 s (11000 g,
RT). Poté, co byla kolonka centrifugovana naprazdno po dobu 30 s (11000 g, RT), byla
pienesena do nové sbérné mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano 60 ul Elu¢niho
pufru (80°C). Po 1 min inkubaci pii RT nasledovala centrifugace 1 min (11000 g, RT).
Na kolonku bylo napipetovano dalSich 40 pl Elu¢niho pufru (80°C). Po 1 min inkubaci
pfi RT opét nasledovala centrifugace 1 min (11000 g, RT). Kolonka byla
odtranéna a na NanoDropu byla zméfena koncentrace ziskané RNA.

Ze ziskané RNA byla odstranéna kontaminace DNA. K 50 pl RNA bylo
napipetovano 6 pl 10x reakéniho pufru pro Turbo DNasu a 2 pl Turbo DNasy
(2000 U.mlI™"), inkubace pfi 37°C po dobu 45 min. Poté byly do smési napipetovany
dalsi 2 pl Turbo DNasy (2000 U.ml™), inkubace opét p¥i 37°C po dobu 45 min.

K precisténi RNA byl pouzit roztok chloridu lithného, ktery je soucasti RNAqueous
Total RNA Isolation kitu. K60 pul RNA bylo napipetovano 30 pl LiCl, inkubace
pii - 20°C ptes noc. Dalsi den byla smés centrifugovana 20 min (14 000 rpm, 4°C).
Pelet byl promyt 1 ml 70% ethanolu, centrifugace 5 min (14 000 rpm, 4°C). Poté, co byl
pelet vysusen, byl rozpustén ve 25 ul nuclease-free vody. Na NanoDropu byla zmétena

koncentrace ziskané RNA.

3.3.5.3 Pirepis RNA na cDNA

Ke 2 pg RNA byl napipetovan 1 pl 100 ],Lmol.l'1 Oligo(dT) primeru, objem smési byl
doplnén nuclease-free vodou na 13 pl. Reakéni smés byla inkubovéana 5 min pii 65°C,
poté byla ihned pfenesena na led. Na ledu byly do reakéni smési ptidany 2 pl dANTP
o koncentraci 10 mmol.I", 4 ul 5x reakéniho pufru pro reverzni transkriptasu a 1 pl
RevertAid H Minus reverzni transkriptasy (200000 U.ml™), smés byla inkubovéana
60 min pii 42°C a poté 10 min pifi 70°C. Ziskana cDNA byla fedéno 30x nuclease-free

vodou.
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3.3.5.4 SYBR Green qPCR

K provedeni qPCR byl pouzit gb SG PCR Master mix, ktery jiz obsahuje Tag DNA
polymerasu, pufr, INTP, MgCl; a fluorescen¢ni barvivo SYBR Green. K této smési byl
dle Tab. 13 napipetovan primer premix (1,2 pl 100 pmol.I* fw primeru a 1,2 ul
100 pmol.I* rev primeru ve 100 ul nuclease-free vody, oba primery nasedaly na IpsAl)
a cDNA templat.

Reakce probihaly v 96 jamkovych destickach MicroAmp Fast Optical, které byly
ptekryty plastovou f6lii MicroAmp Optical Adhesive Film. Kazd4d reakce byla
nastavena ve tfech technickych replikatech. K provedeni qPCR byl pouzit pfistroj
StepOne, podminky pro PCR byly nastaveny dle Tab. 14. Po probéhnuti PCR byla
provedena analyza ktivek tdni, PCR smési byly analyzovany ve 2% agarosovém gelu
dle 3.3.1.1.1.3. Jako standard byl pouzit 50 bp DNA ladder.

Pro vyhodnoceni zmény expresniho profilu byla pouzita metoda relativni
kvantifikace AACt, pro endogenni kontrolu byly vybrdny dva provozni geny
C.purpurea:  Act  kodujici  y-aktin  (AEI72275.1) a Gpd  kodujici
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu (X73282.1).

Tab. 13 Slozeni reakéni smési pro SYBR green qPCR.

Slozka Objem [ul]
2x gb SG PCR Master mix 4
Referenéni barvivo Rox (5 pmol.1™) 1

cDNA templat 2,5

Primer premix 2,5
Celkovy objem 10

Tab. 14 Nastaveni podminek pro SYBR green RT-PCR.

Krok Teplota [°C] Cas [s]
1. Poc¢atecni denaturace 95 600

2. Denaturace 95 60

3. Annealing 61 30

4. Elongace 72 20

5. Konecna elongace 72 60

Cyklus 2-4 byl opakovan 40x.
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K vyhodnoceni dat byl pouzit program DataAssist, pfi¢emz jednotlivé vzorky byly
zatazeny do biologickych skupin (jako kalibrator byla pouzita odpovidajici WT
kontrola). DataAssist pracoval se 100% u¢innosti primert, vramci vyhodnoceni
vysledkii byly vylouceny hodnoty Ct vyssi nez 36 a technické replikaty s rozdilnymi Cy
hodnotami (pomoci Grubbsova testu), za pomoci metody Benjamin-Hochberga byly téz
odstranény faleSn¢ pozitivni vysledky. Program kazdé biologické skupiné ptifadil

na zaklad¢é neparového dvouvybérového t-testu p-hodnotu.

3.3.6 Western blot

Lyofilizovana mycelia WT a transformantd C. purpurea exprimujicich GFP nebo
LPS1-GFP byla pouzita také na SDS-PAGE, Western blot a naslednou imunodetekci.
Jako pozitivni kontrola byl na Western blot pouzit vzorek transgenni bunééné suspenzni
kultury Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (LER) exprimujici GFP (poskytl
Mgr. David Zalabak, PhD.).

3.3.6.1 Izolace proteinii
K 10 mg lyofilizovaného mycelia v 1,5 ml mikrozkumavce bylo napipetovano 100 pl
Extrakéniho pufru, 0,5 pl 20 mmol.I™ PMSF a 2 pul 50x koktejlu inhibitorii proteas.
V piipad¢ pozivni kontroly byly 4 ml transgenni bunécné kultury centrifugovany
po dobu 10 min (21000 g, 4°C). Ziskany pelet byl ve tfeci misce zalit tekutym dusikem
a pomoci tlou¢ku rozdcen. K 0,5 g takto pfipraveného materidlu bylo napipetovano
500 pl Extrakéniho pufru, 2,5 pl 20 mmol.I* PMSF a 10 pl 50x koktejlu inhibitort
proteas.

Po 15 min inkubaci vzorku s Lyza¢nim pufrem pii 4°C na tfepacce (200 rpm) byl
vzorek centrifugovan po dobu 5 min (21000 g, 4°C). Supernatant byl piepipetovan

do nové 1,5 ml mikrozkumavky.
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Tab. 15 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni celkovych proteini metodou Bradfordové.

BSA o koncentraci 2 mg.ml™  (ul) Vysledna koncentrace BSA (ug.ml™)

2
4
6
8
10
12
14
16

ONO O WN PR

3.3.6.2 Stanoveni celkovych proteinii metodou Bradfordové
V ziskaném proteinovém extraktu bylo metodou Bradfordové stanoveno celkové
mnozstvi proteini.

Pro vytvofeni kalibra¢ni kiivky byl pouzit zasobni roztok BSA o koncentraci
2 mg.ml™. Pozadované mnozstvi BSA (Tab. 15) bylo vzdy napipetovano do 1ml
pfipravené¢ho c¢inidla Bradfordové. Po 10 min inkubaci roztoku pii RT byla
na spektrofotometru zméfena absorbance pii 595 nm. Ze ziskanych hodnot byla
sestavena kalibra¢ni kiivka. Z regresni rovnice této kiivky byla vypocitana koncentrace

proteind v ziskanych proteinovych extraktech.

3.3.6.3 SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE byla zvolena tloustka zaostiovaciho a separacniho gelu 1 mm, byl
pouzit gel o velikosti pfiblizné 10x10 cm. Vzhledem k velikosti GFP a LPS1 byly
proteiny extrahované z C. purpurea exprimujici GFP a z pozitivni kontroly separovany
v 10% separacnim gelu, proteiny extrahované z C. purpurea exprimujici LPS1-GFP
byly separovany v 5% separacnim gelu. Vzdy byl pouzit 4% zaostifovaci gel.

Nejprve byl ptipraven separacni gel. Poté, co byla polymerace gelu nastartovdna
pfidavkem TEMEDu a persiranu amonného, bylo 5 ml tohoto roztoku napipetovano
mezi délici skla, roztok byl pfevrstven buthanolem, inkubace 45 min pii RT.

Jaknile separacni gel ztuhnul, byl z povrchu gelu odstranén buthanol a povrch gelu
byl nékolikrat oplachnut destilovanou vodou, zbytky vody byly z gelu odstranény
pomoci filtraéniho papiru. Poté byl pfipraven zaostiovaci gel. Polymerace gelu byla
op¢t zahdjena pifidavkem TEMEDu a persiranu amonného. Na povrch separacniho gelu
bylo napipetano 2,5 ml zaostfovaciho gelu, do gelu byl zasunut hiebinek, inkubace

45 min pii RT.
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Poté, co zaostfovaci gel ztuhnul, byl z gelu odstranén hiebinek a jamky byly
proplachnuty destilovanou vodou. Délici skla s pfipravenym gelem byla vlozena
do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna 1x elektrodovym pufrem.

Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny nasledovné: k 15 ul vzorku (20 pg) v 1,5 ml
mikrozkumavce bylo napipetovano 5 pl 4x SDS loading dye. Po 5 min inkubaci vzorku
pii 95°C byl vzorek prenesen na led, centrifugovan 1 min (21000 g, RT).

Poté, co byly jamky gelu proplachnuty 1x elektrodovym pufrem, bylo do jamek
naneseno 20 ul vzorku. Jako standard byl pouzit PageRuller standard. Po naneseni
vzorkl a standardu na gel byla elektroforeticka komurka uzaviena a pfipojena ke zdroji
proudu. Pro zakoncentrovani vzorku v zaostfovacim gelu probihala elektroforéza
prvnich 20 min pfi konstantnim proudu 0,01 A. Jakmile zacala probihat separace
proteint v separa¢nim gelu, byl proud zvysen na 0,03 A po dobu 1 h. V ptipadé pouziti
5% separacniho gelu probihala elektroforéza ptiblizné po dobu 2 h (do té doby nez
z gelu vyputovaly proteiny do velikosti cca 50 kDa, coz bylo sledovdno za pomoci
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standardu).

Po ukonceni elektroforézy byl odpojen zdroj proudu, gel byl z elektroforetické vany

vyjmut a inkubovan 10 min pfi RT v 1x pfenosovém pufru na téepacce (50 rpm).

3.3.6.4 Western blot

Pro Western blot byla pouzita PVDF membrana s velikosti porti 0,45 pm, ktera byla
aktivovana ponotfenim do methanolu po dobu 30 s.

Pro pienos proteinti z SDS polyakrylamidového gelu na membranu bylo pfipraveno
950 ml 1x Pfenosového pufru, na celkovy objem 1 I byl pufr doplnén 50 ml methanolu.
Aktivovana PVDF membrana byla ptenesena do 1x Pfenosového pufru s methanolem,
inkubace 10 min pii RT na tfepacce (50 rpm). Pro Western blot byl poskladan
tzv. sandwich dle Obr. 14. Po odstranéni vzduchovych bublin byl sandwich umistén
do blotovaci komurky, ktera byla naplnéna 1x Pfenosovym pufrem s methanolem.
Komitrka byla uzavfena, pfipojena ke zdroji napéti a umisténa do lednice. Pfenos

probihal nejdiive 90 min pii 100 V, poté bylo napéti snizeno na 15 V pies noc.
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Obr. 14 Sandwichové usporadani Western blotu.

3.3.6.5 Barveni PVDF membrany roztokem Amidocerné

Pro ovéfeni Uspésnosti prenosu proteinii z SDS polyakryamidového gelu na PVDF
membranu, byla membrana po prenosu inkubovana 30 s v Roztoku amidocerné. Poté
byla membréana oplachnuta destilovanou vodou. Pro plné odbarveni byla membréna
inkubovana v destilované vod¢ po dobu 30 min pii RT na tiepacce (50 rpm).

Pro snadn¢j$i orientaci byl na membrané tuzkou vyznacen Standard a jamky.

3.3.6.6 Imunodetekce
Vsechny nésledujici inkubace probihaly pfi RT na tfapacce (50 rpm).

PVDF membréna byla inkubovdna 90 min v Blokovacim roztoku. Poté byla
membrana oplachnuta v TBS-T pufru po dobu 1 min. K 10 ml Blokovaciho roztoku
bylo nalito 40 ml TBS-T pufru. Do 2 ml takto pfipraveného roztoku byly napipetovany
2 pl primarni protilatky AntiGFP (fedéni 1:1000). Membrana byla inkubovana po dobu
90 min v roztoku s primarni protilatkou. Poté byla membrana promyta 1 x 5 min v TBS
pufru a 2 x 5 min v TBS-T pufru. Do 25 ml nafedéného Blokovaciho roztoku bylo
napipetovano 5 pl sekundarni protilatky (fedéni 1:5000). Vzhledem k tomu, ze primarni
protilatka AntiGFP byla produkovéana v kréalikovi, byla jako sekundarni protilatka
pouzita kozi protilatka proti kralicim imunoglobuliniim Goat anti-Rabbit znacena
kifenovou peroxidasou. Po 90 min inkubaci membrany v blokovacim roztoku
se sekundarni protilatkou, byla membrana promyta 1 x 10 min v TBS-T pufru a poté
2 x 10 min v TBS pufru. Nakonec bylo na membranu napipetovano 6 ml Super Signal
West Pico Chemiluminiscenéniho substratu. Chemiluminiscenéni signél byl detekovan

pomoci dokumenta¢niho systému ChemiDoc MP.
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3.3.7 Imunoprecipitace GFP-faznich proteini

3.3.7.1 GFP-Trap_A
Pro imunoprecipitaci GFP-fiznich proteini pomoci GFP-Trap_A bylo k30 mg

lyofilizovaného mycelia WT nebo transformantti C. purpurea v 1,5 ml mikrozkumavce
bylo napipetovano 300 ul Lyzac¢niho pufru, 1,5 ul 20 mmol.I* PMSF a6 ul 50x
koktejlu inhibitorti proteas. Smés byla inkubovana na ledu po dobu 30 min, pficemz
kazdych 10 minut byla smés pomoci pipety promichéna. Poté bylo ke smési pfidano
700 pl Rediciho pufru s 3,5 pl 20 mmol.I PMSF a 14 pl 50x koktejlu inhibitort
proteas. Z nafedéné smési bylo odebrano 50 pl vzorku na SDS-PAGE (oznaceno jako
lyzat).

Vsechny nésledujici centrifugace probihaly pii 2500 g a 4°C. 25 ul GFP-Trap_A
(maly rekombinantni fragment VyH anti-GFP protilatky produkovany v alpace
kovalentné navazany na 90 pm agarosové kulicky, dale jen agarosové kulicky) v 1,5 ml
mikrozkumavce bylo ekvilibrovano 500 ul Rediciho pufru (4°C), centrifugace 2 min.
Poté, co byl supernatant byl odpipetovan, byl tento krok 2 x opakovan. K agarosovym
kulickdm byl napipetovan 1 ml lyzatu. Po 1 h inkubaci smési na tfepacce (200 rpm) pfi
4°C byla smés centrifugovana po dobu 2 min. Ze ziskaného supernatantu bylo odebrano

50 ul vzorku pro naslednou SDS-PAGE (oznaceno jako nenavazané proteiny). Zbyly

supernatant byl odpipetovan a agarosové kulicky byly promyty 500 ul Promyvaciho
pufru (4°C), centrifugace 2 min. Poté byly agarosové kulicky promyty 500 pl
Promyvaciho pufru s vyssi koncentraci chloridu sodného (4°C), centrifugace 2 min.
Na zavér byly kulicky promyty 500 ul Promyvaciho pufru (4°C), centrifugace 2 min.
Ke kulickam bylo napipetovano 50 ul Eluéniho pufru a po 30 s, kdy byla smés
intenzivné promichdvdna pomoci pipety, byla smés centrifugovdna po dobu 2 min.
Supernatant byl pfepipetovan do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pro neutralizaci bylo
k supernatantu ihned napipetovano 5 pul 1 moll™ Tris (pH = 10,3). Takto pfipraveny

vzorek byl pouzit na SDS-PAGE (oznac¢eno jako navazané proteiny).

3.3.7.2 Western blot a barveni SDS polyakrylamidovych geli stiibrem
Vzorky oznacené jako lyzat, nenavdzané proteiny a navazané proteiny byly separovany
ve dvou SDS polyakrylamidovych gelech, pfi¢emZz proteiny v jednom gelu byly
po probéhnuti SDS-PAGE dle 3.3.6.3 vizualizovany stiibrem a druhy gel byl pouzit
na Western blot a naslednou imunodetekci dle 3.3.6.4, 3.3.6.5 a 3.3.6.6.
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Pii barveni proteinit v SDS polyakryamidovém gelu se postupovalo nésledovné
(vSechny inubace probihaly na tfepacce pti 60 rpm a RT, vSechny pouzité roztoky byly
ptipraveny vzdy té€sné pred jejich pouzitim): gel byl nejdfive inkubovan 30 min
Vv Roztoku 1, poté¢ 15 min v Roztoku 2. Nasledn¢ byl gel 3 X oplachnut destilovanou
vodou, inkubace vzdy 5 min. Poté byl gel inkubovan 1 min v Roztoku thiosiranu
sodného a nasledné¢ byl oplachnut 3 x destilovanou vodou, inkubace vzdy 30 Ss.
Po 20 min inkubaci gelu v Roztoku 3 obsahujicim dusi¢nan sttiibrny a formaldehyd, byl
na gel nalit Vyvijeci roztok. V zavislosti na zbarveni gelu byl gel cca po 3-10 min
pfesunut do Zastavovaciho roztoku. Pomoci dokumenta¢niho syst¢ému ChemiDoc MP

byl pofizen snimek gelu.

3.3.8 Epifluorescenéni mikroskopie

Mikroskopické preparaty vzorkl byly pfipraveny nasledujicim zptisobem: na podlozni
sklo byl napipetovan 1 ml Gamborg B5 média, po ztuhnuti média byl na povrch umistén
maly ¢tverec mycelia. Podlozni sklo se vzorkem bylo umisténo do Petriho misky
s navlhéenymi papirovymi ubrousky, inkubace 2 dny ve tmé pii 28°C.

Po dvou dnech byl ¢tverec mycelia z povrchu média odstranén, na zbylou narostlou
¢ast vzorku bylo napipetovano pfiblizn¢ 100 pl Hoechstova barviva 22358
o koncentraci 50 pg.ml™. Takto pfipraveny preparat byl prekryt krycim sklickem.

Preparaty byly snimany pod epifluorescen¢nim mikroskopem AXxio Imager M2
(GFP — excitace 488 nm, emise — 509 nm; Hoechst 22358 — excitace 352 nm,
emise - 461 nm). Obrazky byly zpracovany v Zeiss ZEN Blue softwaru (Ver.2010a).

3.3.9 Ockovani zita
Klasy sterilniho Zita byly inokulovany ziskanymi transformanty a odpovidajici WT
kontrolami.

WT a transformanti C. purpurea byli péstovani po dobu 3 tydnl na sporulaénim
Mantle agaru pii 28°C na svétle, spory byly ziskany dle 3.3.4. Pod svételnym
mikroskopem bylo v Biirkerové komirce spocitano mnozstvi spor, vysledna
koncentrace spor v 1 ml vody byla vzdy upravena na ptibliznou hodnotu 12.10%,
Ziskané inokulum bylo pomoci pipety aplikovdno na klasy Zita ve fazi kveteni. Zito

bylo péstovano ve skleniku za nasledujicich podminek: 16 h svétlo/8 h tma (15-20°C).
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4 VYSLEDKY

4.1 Kvasinkové rekombina¢ni klonovani
Pomoci kvasinkového rekombina¢niho klonovani byly pfipraveny konstrukty pro

konstitutivni expresi (Tab. 16) a deleci (Tab. 17) vybranych gent C. purpurea.

Tab. 16 Prehled pripravenych konstrukti pro konstitutivni expresi vybranych gent

C. purpurea. Hph - gen rezistence na Hygromycin, ble - gen rezistence na Phleomycin.

Gen Vektor Gen rezistence Znacka Umisténi znacky
na antibiotikum
CpLDS1 pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu
CpLDS1 pNDH-OCT hph - -
CpTF1 pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu
CpFAH pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu
CpFAH pNDH-OCT hph - -
IpsAl pNDH-OGG hph GFP C-konec proteinu
IpsAl pPNDH-OGG hph - -
dmaw pNDB-OGG ble GFP C-konec proteinu
dmaw pNDB-OGG ble GFP N-konec proteinu
dmaw pNDB-OGG ble - -
CpYUCCA  pNAB-OCT ble mCherry C-konec proteinu
CpYUCCA  pNAB-OCT ble - -
CplaaH pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu
CplaaH pPNDH-OGG hph GFP C-konec proteinu
CplaaH pNDB-0OGG hph GFP C-konec proteinu
CpTF2 pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu

Tab. 17 Piehled ptipravenych konstruktd pro deleci vybranych genti C. purpurea. CpBle - gen

rezistence na phleomycin (kodon optimalizované na C. purpurea).

Gen, pro ktery byl pripraven dele¢ni konstrukt Vektor Gen rezistence
CpLDS1 pRS426 CpBle
TF1 PRS426 CpBle
CpFAH pRS426 CpBle
IpsA2 pRS426 CpBle
TF2 pRS426 CpBle
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4.1.1 Priprava DNA pro tvorbu Konstrukti pro Konstitutivni expresi

vybranych genu C. purpurea
4.1.1.1 Klonovani do pDRIVE plasmidu

4.1.1.1.1 Gen IpsAl
Pomoci metody PCR byla zgDNA C. purpurea 20.1 amplifikovdna sekvence genu
IpsAl, ktery koduje neribosomalni lysergylpeptidovou synthetasu LPS1. Na PCR byly
pouzity primery IpsAl-a_fw alpsAl-d rev nasedajici do 5 UTR a 3" UTR oblasti
tohoto genu. Poté, co byla velikost ziskaného DNA amplikonu (11240 bp) ovéfena
v agarosovém gelu, byl DNA fragment z PCR smési purifikovan a ligovan do pDRIVE
plasmidu (3852 bp). Vektor pDRIVE sDNA insertem byl transformovan
do elektrokompetentnich bun¢k E. coli TOP10.

Za ucelem ovéieni pritomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla plasmidova
DNA izolovana z bakterialnich kultur podrobena restrikéni analyze enzymem EcoRI-HF

(Obr. 15). Oc¢ekavana velikost DNA fragmentt byla 3852 bp, 4488 bp a 6752 bp.

bp
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1 kb Plus DNA ladder

Obr. 15 Elektroforetogram plasmidi pDRIVE::IpsAl (1-30) po restrikci enzymem EcoRI-HF.
M - 1kb Plus DNA ladder.
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IpsAl
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Obr. 16 Schématické znazornéni rozd€leni sekvence genu IpsAl na kratsi useky oznaéené A-D.

Vzhledem k neuspésnému klonovani IpsAl, byla sekvence tohoto genu rozdélena
na ¢tyti kratsi tseky (Obr. 16), které byly amplifikovany a klonovany samostatné.
Uspé&snost ligace DNA byla ovéiena pomoci PCR a restrikéni analyzou. Velikost DNA
fragmentt po restrikci byla nasledujici (Obr. 17):

- pDRIVE::¢ast A IpsAl - 2809 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

- pDRIVE::¢ast B IpsAl - 2889 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

- pDRIVE::¢ast C IpsAl - 737 bp, 1309 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

- pDRIVE::¢ast D IpsAl - 824 bp, 1249 bp, 1696 bp, 3852 bp (Sall-HF, Sphl-HF).

M 1 2 3 -
e  w— p—
——.
-— -—

Gm—s

1 kb Plus DNA ladder

Obr. 17 Elektroforetogram reprezentativnich vzorki pDRIVE plasmidi s c¢astmi IpsAl
po restrikci. 1 - pDRIVE::IpsAl cast A, 2 - pDRIVE::IpsAl c¢ast B, 3 - pDRIVE::IpsAl cast C,
4 - pDRIVE::IpsAl c¢ast D, M - 1 kb Plus DNA ladder.
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Tab. 18 Piehled poctu izolovanych plasmidti v prubéhu klonovani genu IpsAl a jeho casti

do pDRIVE plasmidu.
Nazev Pocet ovéirenych Z toho
kolonii pozitivnich

pDRIVE::IpsAl 30 0
pDRIVE::cdst A IpsAl 17 5
PDRIVE::¢ast B IpsAl 18 4

PDRIVE: :¢ast C IpsAl 17 7
pDRIVE::¢dst D IpsAl 38 3

Plasmidova DNA s pozadovanym insertem (Tab. 18) byla purifikovana a pfitomnost

DNA insertu byla potvrzena sekvenovanim.

4.1.1.1.2 Ostatni geny

Pomoci metody PCR byly z gDNA C. purpurea amplifikovany sekvence geniit CpLDS1,
CpFAH, dmaW, CpYUCCA a CplaaH (Tab. 19). Velikost DNA amplikon byla ovéiena

V agarosovém gelu.

Tab. 19 Ptehled DNA amplikonu, které byly klonovany do pDRIVE plasmidu.

Gen Fw primer Velikost Kmen
Rev primer DNA C. purpurea
amplikonu (gDNA)
[bp]
CpLDS1 CPUR 00903 OE_mC_fw 3742 20.1
CPUR 00903 OE_Ttub_rev
CpFAH CPUR 04032 OE_mC_fw 1475 20.1
CPUR 04032 OE_Ttub_rev
dmaw full_dmaw_20.1_fw 1466 20.1
full_dmaw _20.1 rev
CpYUCCA full_CpYUCCA_fw 1972 20.1
full_CpYUCCA rev
CplaaH CPUR 04616 OE_mC_fw 1470 20.1

CPUR 04616 OE_mC_rev
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Plasmidova DNA izolovana z bakterialnich kultur E. coli (Tab. 20) byla podrobena

PCR

nasledujici (Obr.
pDRIVE:
pDRIVE:
pDRIVE:
pDRIVE:
pDRIVE:

arestrikéni analyze. Velikost DNA fragmentdl po restrikci byla

18):

:CpLDS1 - 558 bp, 1293 bp, 1891 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

:CpFAH - 1475 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

:dmaW - 1466 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)

:CpYUCCA - 1972 bp, 3852 bp (BamHI-HF + Xbal)

:CplaaH - 1470 bp, 3852 bp (EcoRI-HF).

Ptitomnost DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla potvrzena sekvenovanim.

bp
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Obr. 18 Elektroforetogram reprezentativnich vzorktt pDRIVE plasmidi s pfislusnymi DNA
inserty po restrikci. 1 - pDRIVE::CpLDS1, 2 - pDRIVE::CpFAH, 3 - pDRIVE::dmaWw,
4 - pDRIVE::CpYUCCA, 5 - pDRIVE::CplaaH, M - 1 kb Plus DNA ladder.

Tab. 20 Piehled poctu izolovanych plasmida v priabéhu klonovani DNA amplikonu do pDRIVE

plasmidu.
Nazev Pocet ovéirenych Z toho
kolonii pozitivnich
pDRIVE::CpLDS1 10 2
pDRIVE::CpFAH 15 5
pDRIVE::dmawW 10 2
pDRIVE::CpYUCCA 10 9
pDRIVE::CplaaH 15 12
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4.1.1.2 Priprava DNA pro transformaci S. cerevisiae

Metodou PCR byly z pDRIVE plasmidu s piislusnymi DNA inserty amplifikovany geny

se stop kodonem (v ptipadé¢ tvorby konstruktu bez fluorescenéni znacky nebo

s fluorescenc¢ni znackou na N-konci proteinu) nebo bez stop kodonu (v ptipadé tvorby

konstruktu s fluorescenéni znackou na C-konci proteinu) (Tab. 21). Jako templat byly
navic pouzity plasmidy pDRIVE::CpTF1 a pDRIVE::CpTF2. Velikost ziskanych DNA

amplikont byla zkontrolovana v agarosovém gelu.

Tab. 21 Ptehled DNA amplikonu klonovanych do shuttle vektoru s/bez fluorescenéni znacky.

DNA amplikon Templat Fw primer Velikost
Rev primer [bp]

CpLDS1 pDRIVE::CpLDS1 CPUR 00903 OE_mC_fw 3742
CPUR 00903 OE_Ttub_rev

CpLDS1 pDRIVE::CpLDS1 CPUR 00903 OE_mC_fw 3739

bez stop kodonu CPUR 00903 OE_mC_rev

CpTF1 pDRIVE::CpTF1 CPUR 01124 OE_mC_fw 1008

bez stop kodonu CPUR 01124 OE_mC_rev

CpFAH pDRIVE::CpFAH CPUR 04032 OE_mC_fw 1475
CPUR 04032 OE_Ttub_rev

CpFAH pDRIVE::CpFAH CPUR 04032 OE_mC_fw 1472

bez stop kodonu CPUR 04032 OE_mC_rev

IpsAl cast A PDRIVE::IpsAl cast A IpsAl A OE 1 fw PoliC 2694

od start kodonu IpsAl-a_rev

IpsAl cdst B pDRIVE::IpsAl cast B IpsAl-b_fw 2889
IpsAl-b_rev

IpsAl édst C pDRIVE::IpsAl cast C IpsAl-c_fw 2046
IpsAl-c_reev

IpsAl ¢dst D pDRIVE::IpsAl cast D IpsAl-d_fw 3573

po stop kodon (v¢etné) IpsAl D OE 9 rev Tgluc

IpsAl cast D pDRIVE::IpsAl cdast D IpsAl-d_fw 3570

bez stop kodonu IpsAl D OE 8 rev GFP

dmaw pDRIVE::dmaW dmaWw PoliC OE fw 1466
dmaW OE Tgluc rev

dmaw pDRIVE::dmaW dmaW GFP OE fw 1466
dmaW OE Tgluc rev

dmaw pDRIVE::dmaaW dmaWw PoliC OE fw 1463

bez stop kodonu dmaw GFP N rev

CpYUCCA pDRIVE::CpYUCCA CPUR 04612 OE_mC_fw 1972
CPUR 04612 OE_mC_rev

CpYUCCA pDRIVE::CpYUCCA CPUR 04612 OE_mC_fw 1969

bez stop kodonu CPUR 04612 OE_Ttub_rev

CplaaH pDRIVE::CplaaH CPUR 04616 OE_mC_fw 1467

bez stop kodonu CPUR 04616 OE_mC_rev

CplaaH pDRIVE::CplaaH CPUR 04616 OE_mC_fw 1467

bez stop kodonu CPUR 04616 OE_GFP_rev

CpTF2 pDRIVE::CpTF2 CPUR 05433 OE_mC_fw 1464

bez stop kodonu

CPUR 05433 OE_mC_re
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V agarosovém gelu byla také zkontrolovana velikost shuttle vektorti pouzitych pro
kvasinkové rekombinacni klonovani po restrikci pfislusnymi enzymy. Na restrikci byl
pouzit jeden nebo dva enzymy. Pokud byly pouzity dva enzymy, byl gen kodujici GFP
(780 bp) nebo mCherry (771 bp) z vektoru vystépen.

4.1.2 Priprava DNA pro tvorbu konstruktii pro deleci vybranych genii

C. purpurea

Metodou PCR byly amplifikovany 5° OS a 3" OS genit CpLDS1, CpFAH, CpTF1, IpsA2
a CpTF2 (Tab. 22). Phleomycinova rezisten¢ni kazeta (1847 bp) byla amplifikovana
s pouzitim primerd CpBlel fw a CpBlel rev z shuttle vektoru pRS426 Pgpd-cpble
(7325 bp). Shuttle vektor pRS426 (5726 bp) byl linearizovan enzymy Xhol a EcoRI-HF.

Velikost DNA fragmenti byla ovéfena v agarosovém gelu.

Tab. 22 Piehled amplifikovanych 5° OS a 3" OS cilovych genti pouzitych na piipravu dele¢nich
konstruktt.

DNA amplikon Templat Fw primer Velikost DNA
Rev primer amplikonu[bp]

5" 0S CpLDS1 gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 00903 942
5R CPUR 00903

3" 0S CpLDS1 gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 00903 874
3R CPUR 00903

5" 0S CpTF1 gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 01124 960
5R CPUR 01124

3" 0OS CpTF1 gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 01124 780
3R CPUR 01124

5" OS CpFAH gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 04032 878
5R CPUR 04032

37 0S CpFAH gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 04032 938
3R CPUR 04032

5" OS IpsA2 pDRIVE::5" OS CPUR 04073 5F CPUR 04073 667
5R CPUR 04073

37 OS IpsA2 pDRIVE::3" OS CPUR 04073 3F CPUR 04073 677
3R CPUR 04073

5" 0OS CpTF2 gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 05433 960
5R CPUR 05433

5" 0OS CpTF2 gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 05433 889
3R CPUR 05433
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4.1.3 Transformace S. cerevisiae a E. coli

Ptipravené DNA fragmenty byly ko-transformovany do uracil auxotrofniho kmene
S. cerevisiae FGSC 9721. V ptipad¢ pozitivni kontroly byly na transformaci pouzity
nenastépené shuttle vektory, jako negativni kontroly byly pouzity linearizované shuttle
vektory. Z narostlych kolonii S. cerevisiae (Obr. 19) byla pomoci alkalické lyze
izolovana plasmidovd DNA, ktera byla nasledné pouzita na transformaci

elektrokompetentnich bunék E. coli TOP10.

- bez GFP

Obr. 19 Ukazky vysledka transformace S. cerevisiae FGSC 9721.

A - pozitivni kontrola transformace (pPNDH-OGG),

B - negativni kontrola transformace (nastépeny pPNDH-OGG),

C - transformace S. cerevisiae transformaéni smési obsahujici DNA amplikon IpsALl.

K ovéfeni pfitomnosti DNA insertu v shuttle vektoru byla plasmidovda DNA
izolovana z bakterialnich kultur E. coli podrobena PCR a restrikéni analyze. Velikost
DNA fragmentt po restrikci byla nasledujici (Obr. 20):

- pRS426::ACpLDS1 - 3663 bp, 5693 bp (BamHI-HF)

- pRS426::ACpTF1 - 3587 bp, 5693 bp (BamHI-HF)

- pRS426::ACpFAH - 3663 bp, 5693 bp (EcoRI-HF)

- pRS426::AlpsA2 - 3191 bp, 5693 bp (BamHI-HF)

- pRS426::ACpTF2 - 3696 bp, 5693 bp (EcoRI-HF)

- pNDH-OCT::CpLDS1mCherry” - 1144 bp, 2060 bp, 2660 bp, 3810 bp, 4998 bp
(EcoRI-HF + Pvul-HF)

- pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry - 1293 bp, 2128 bp, 2660 bp, 3810 bp, 4371 bp
(EcoRI-HF + Pvul-HF)

- pNDH-OCT::CpTF1 mCherry*- 1068 bp, 1876 bp, 4162 bp, 5193 bp

- (SnaBI + Nhel-HF)
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pNDH-OCT::CpFAH mCherry” - 913 bp, 1851 bp, 4393 bp, 5607 bp

(SnaBI + BamHI-HF)

pNDH-OCT::CpFAH mCherry - 909 bp, 1085 bp, 4396 bp, 5605 bp

(SnaBI + BamHI-HF)

pNDH-OGG::IpsAlgfp” - 669 bp, 2368 bp, 4508 bp, 5713 bp, 8842 bp (SnaBl)

pNDH-OGG::1psAl gfp”- 669 bp, 1591 bp, 4429 bp, 5713 bp, 8842 bp (SnaBl)

pNDB-OGG::dmaW gfp* (N-terminalni fiize GFP) - 3202 bp, 3821 bp, 4871 bp,

(Nhel + Xbal)
pNDB-OGG::dmaW gfp* (C-terminalni fiize GEP) - 3202 bp, 3821 bp, 4871 bp

(Nhel + Xbal)

pNDB-OGG::dmaW gfp” - 2425 bp, 3821 bp, 4871 bp (Nhel + Xbal)
PNAB-OCT::CpYUCCA mCherry*- 2040 bp, 2441 bp, 8011 bp

(EcoRI-HF + Spel-HF)
pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry - 1637 bp, 2040 bp, 8011 bp

(EcoRI-HF + Spel-HF)
pNDH-OCT::CplaaH mCherry” - 880 bp, 2134 bp, 2575 bp, 7169 bp

(HindlIl + Pstl)
pNDH-OGG::CplaaH gfp” - 477 bp, 880 bp, 1460 bp, 2575 bp, 7160 bp,

(HindIll + Pstl)
pNDB-OGG::CplaaH gfp” - 477 bp, 880 bp, 1460 bp, 2575 bp, 6506 bp,

(HindlIl + Pstl)
pNDH-OCT::CpTF2 mCherry” - 911 bp, 2158 bp, 2816 bp, 6876 bp

(EcoRI-HF + EcoRV-HF.

Plasmidova DNA s DNA insertem (Tab. 23) byla purifikovana a pfitomnost DNA

insertu byla ovétena sekvenovanim.
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Obr. 20 Elektroforetogram reprezentativnich vzorku shuttle vektorti s DNA inserty po restrikci.

1 - pRS426::ACpLDSI 2 - pRS426::ACpTF1

3 - pRS426::ACpFAH 4 - pRS426::AlpsA2

5- pRS426::ACpTF2 6 - pPNDH-OCT::CpLDS1 mCherry*
7 - PNDH-OCT::CpLDS1 mCherry 8 - pPNDH-OCT::CpTF1 mCherry*
9 - pPNDH-OCT::CpFAH mCherry* 10 - pNDH-OCT::CpFAH mCherry
11 pNDH-OGG::IpsAl gfp* 12 - pNDH-OGG::IpsAl gfp’

13 - pNDB-OGG::dmaW gfp* (N-terminalni fuze GFP)
14 - pNBD-OGG::dmaW gfp* (C-terminalni fuze GFP) 15 - pNDB-OGG::dmaW gfp’

16 - pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry* 17 - pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
18 - pNDH-OCT::CplaaH mCherry* 19 - pNDH-OGG::CplaaH gfp*
20 - pNDB-OGG::CplaaH gfp* 21 - pPNDH-OCT::CpTF2 mCherry*

M -1 kb Plus DNA ladder.

Tab. 23 Piehled o poétu izolovanych plasmidi v priabéhu ptipravy konstruktd pro deleci
a konstitutivni expresi vybranych gena C. purpurea.

Nazev Pocet Z toho
izolovanych plasmidd  pozitivnich

pRS426::ACpLDS1 10 10
pRS426::ACpTF1 15 15
pRS426::ACpFAH 10 9
PRS426::AlpsA2 15 14
PpRS426::ACpTF2 10 9
pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry* 30 29
pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry 10 9
PNDH-OCT::CpTF1 mCherry* 10 6
pNDH-OCT::CpFAH mCherry* 30 27
pNDH-OCT::CpFAH mCherry 30 20
PNDH::OGG::IpsAlgfp* 30 10
pPNDH::0GG::IpsAl gfp 60 10
pNDB::0GG::dmaW gfp” (N-termindlni fize GFP) 14 12
pNDB::OGG::dmaW gfp” (C-terminalni fuze GFP) 14 11
pPNDB::0GG::dmaW gfp’ 8 8
pPNAB-OCT::CpYUCCA mCherry”* 15 14
pPNAB-OCT::CpYUCCA mCherry’ 15 4
pNDH-OCT::CplaaH mCherry* 15 4
pNDH-OGG::CplaaH gfp* 15 12
pNDB-OGG::CplaaH gfp* 15 13
pPNDH-OCT::CpTF2 mCherry”* 10 10

68



4.2 Transformace C. purpurea
Piipravené plasmidy pNDH-OGG::IpsAl gfp*a pNDH-OGG::IpsAl gfp byly spole¢né
s pPNDH-OGG (volné GFP) pouzity na transformaci C. purpurea kmene 20.1 a Gal404.
Vyse zminéné plasmidy byly izolovany pomoci NucleoBondXtra MidiPrep kitu,
precipitovany isopropanolem a octanem sodnym a linearizovany enzymem Sbfl. Poté,
co byla vagarosovém gelu ovéfena velikost ziskanych DNA  fragmenta
(PNDH-OGG::IpsAl g¢fp* - 22021 bp, pNDH-OGG::IpsAl ¢fp- 21244 bp,
PNDH-OGG - 11094 bp) byla restrikéni smés purifikovana a pouzita na transformaci

protoplastu.

4.3 Diagnosticka PCR

Z predpokladanych primarnich transformantii byla izolovana gDNA, ktera byla pouzita
na diagnostickou PCR ke kontrole integrace konstruktti. Velikost DNA amplikont byla
nasledujici:

Transformanti exprimujici GFP (Obr. 21)

- 1814 bp (primery hph_fw a Tgluc_rev)
Transformanti exprimujici LPS1-GFP (Obr. 22)

- 2954 bp (primery hph_fw a IpsAl_sek2_rev)

- 3795 bp (primery IpsAl-d_sek6 fw a Tgluc_rev)
Transformanti exprimujici LPS1 (Obr. 23)

- 2954 bp (primery hph_fw a IpsAl_sek2_rev)

- 3018 bp (primery IpsAl-d_sek6_fw a Tgluc_rev)
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Obr. 21 Elektroforetogramy DNA amplikoni amplifikovanych z gDNA piedpokladanych
transformanti  C. purpurea 20.1 (1-8) a C.purpurea Gal404 (1-8)
GFP.N - negativni kontrola (H,0), P - pozitivni kontrola ((INDH-OGG), M - 1 kb Plus DNA

ladder.
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Obr. 22 Elektroforetogramy DNA amplikoni amplifikovanych z gDNA piedpokladanych
transformantt C. purpurea 20.1 (2-19) a C. purpurea Gal404 (1-16) exprimujicich LPS1-GFP.

A, C - primery hph_fw a IpsAl-sek2_rev, B, D - primery IpsAl-d_sek6_fw a Tgluc_rev,
N - negativni kontrola (H,0), P - pozitivni kontrola (p0NDH-OGG::IpsAl gfp™), M - 1 kb Plus

DNA ladder.
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Obr. 23 Elektroforetogramy DNA amplikoni amplifikovanych z gDNA piedpokladanych
transformantu C. purpurea 20.1 (1) a C. purpurea Gal404 (1-21) exprimujicich LPSI1.

A, C - primery hph_fw a IpsAl-sek2_rev, B, D - primery IpsAl-d_sek6_fw a Tgluc_rev,
N - negativni kontrola (H,O), P - pozitivni kontrola ()NDH-OGG::IpsAlgfp), M - 1 kb Plus
DNA ladder.

4.4 Monosporicka izolace
Pro monosporickou izolaci byly vybrani:
- 3 transformanti C. purpurea 20.1 exprimujici GFP
- 3transformanti C. purpurea 20.1 exprimujici LPS1-GFP
- 1 transformant C. purpurea 20.1 exprimujici LPS1
- 3 transformanti C. purpurea Gal404 exprimujici GFP
- 3 transformanti C. purpurea Gal404 exprimujici LPS1-GFP
- 3transformanti C. purpurea Gal404 exprimujici LPS1
Metodou monosporické izolace byli ziskani homokaryotni mutanti, u nichZ byla
pritomnost plasmidii pPNDH-OGG::IpsAl gfp™, pNDH-OGG::IpsAl gfp  a pNDH-OGG

opét potvrzena pomoci diagnostické PCR.
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4.5 Funkéni ovéreni konstrukti
Funk¢nost konstruktii pouzitych na transformaci byla ovéiena pomoci qPCR a Western
blot analyzou. Vzorky pouzité na Western blot:

- transformanti C. purpurea 20.1 exprimujici GFP

- transformanti C. purpurea 20.1 exprimujici LPS1-GFP

- transformanti C. purpurea Gal404 exprimujici GFP

- transformanti C. purpurea Gal404 exprimujici LPS1-GFP

- negativni kontrola - odpovidajici WT kontroly

- pozitivni kontrola - transgenni bunécna suspenzni kultura Arabidopsis thaliana,

ekotyp Landsberg erecta (LER) exprimujici GFP (poskytl Mgr. David
Zalabak, PhD.)

Z uvedenych vzorkd byly izolovany proteiny. Po sestrojeni kalibracni kiivky
zavislosti absorbance roztoki BSA na koncentraci BSA (Obr. 24), byla v ziskanych
proteinovych extraktech metodou Bradfordové stanovena koncentrace proteinti.

Proteiny byly separovany v SDS polyakrylamidovém gelu a pfeneseny na PVDF
membranu, kde byly vizualizovany roztokem Amidocerné. Proteiny LPS1-GFP
(421 kDa) a GFP (27 kDa) byly detekovany pomoci primarni protilatky anti-GFP
produkované v kralikovi. Jako sekundarni protilitka byla pouzita protilatka
Goat anti-Rabbit produkovana v koze proti kralicim imunoglobulinim, ktera byla
znacena kienovou peroxidasou. Chemiluminiscenéni signdl byl detekovan po piidani

substratu pro kienovou peroxidasu pomoci systému ChemiDoc MP (Obr. 25).

y =0,0427x + 0,047

Kalibracni kfivka R? = 0,9908

0,8

0,7 = 4
0,6 /

0,3 /
0,2

0,1 L 2
0 T T T 1
0 5 10 15 20

Casa [Hg.ml?]

Obr. 24 Kalibraéni kiivka zavislosti absorbance roztoktt BSA na koncentraci BSA.
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Obr. 25 Fotografie PVDF membrany se separovanymi proteiny po imunodetekci protilatkou
antiGFP (A), pfekryv s membranou s vyznac¢enym markerem (B).

1-WT C. purpurea 20.1 (negativni kontrola)

2 - C. purpurea 20.1 exprimujici GFP, transformant 1

3 - C. purpurea 20.1 exprimujici GFP, transformant 2

4 - WT C. purpurea Gal404 (negativni kontrola)

5 - C. purpurea Gal404 exprimujici GFP, transformant 1

6 - C. purpurea Gal404 exprimujici GFP, transformant 2

7 - transgenni buné¢na suspenzni kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (LER)
exprimujici GFP (pozitivni kontrola)

M - PageRuller unstained protein ladder.

GFP-fazni proteiny byly imunoprecipitovany pomoci GFP-Trap A. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit vzorek C. purpurea exprimujici GFP, jako negativni kontrola byl
pouzit WT C. purpurea. Proteiny oznacené jako lyzat, nenavazané proteiny a navazané
proteiny ziskané bcéhem imunoprecipitace pomoci GFP-Trap A byly separovany
ve dvou SDS polyakrylamidovych gelech. Separované proteiny byly nasledné barveny
stiibrem (Obr. 26) nebo pieneseny na PVDF membranu, kde byly vizualizovany

roztokem Amidocerné a poté detekovany pomoci jiz zminénych protilatek.
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Obr. 26 Fotografie SDS polyakrylamidovych geli se separovanymi proteiny barvenymi
stiibrem po imunoprecipitaci GFP-fuznich proteini pomoci GFP-Trap_A.

A-B - WT, transformanti exprimujici GFP nebo LPS1-GFP C. purpurea 20.1

C-D - WT, transformanti exprimujici GFP nebo LPS1-GFP C. purpurea Gal404

1 - lyzat

2 - nenavazané proteiny

3 - navazané proteiny

M - PageRuller unstained protein ladder.

4.7 Epifluorescenéni mikroskopie

V hyfach C. purpurea exprimujicich LPS1-GFP byla pomoci epifluorescenéniho
mikroskopu Axio Imager M2 sledovana lokalizace LPS1. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit vzorek C. purpurea exprimujici GFP. Pomoci barviva Hoechst 22358 byla
ve dvoudennich hyfach C. purpurea vizualizovana DNA a bunécné piepazky (septa)
(Obr. 27-30).
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Obr. 27 Hyfy C. purpurea Gal404 exprimujici GFP (pozitivni kontrola).
A - prochazejici svétlo, B - vizualizace DNA (Sipky) a sept (hvézdi¢ky) pomoci Hoechst 33258,
C - GFP, D - ptekryv. Métitko odpovidd 20 um.

Obr. 28 Hyfy C. purpurea Gal404 exprimujici LPS1-GFP
A - prochazejici svétlo, B - vizualizace DNA (8ipky) a sept (hvézdi¢ka) pomoci Hoechst 33258,
C - fazni protein LPS1-GFP, D - prekryv. Méftitko odpovida 20 pm.
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Obr. 29 Hyfy C. purpurea 20.1 exprimujici GFP (pozitivni kontrola).
A - prochazejici svétlo, B - vizualizace DNA (Sipky) a sept (hvézdicky) pomoci Hoechst 33258,
C - GFP, D - ptekryv. Métitko odpovida 20 um.

Obr. 30 Hyfy C. purpurea 20.1 exprimujici LPS1-GFP.
A - prochazejici svétlo, B - vizualizace DNA (Sipky) a sept (hvézdicky) pomoci Hoechst 33258,
C - fazni protein LPS1-GFP, D - piekryv. Méftitko odpovida 20 pm.
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4.8 Oc¢kovani zita
Ziskani transformanti byly spoleéné s WT C. purpurea 20.1 a C. purpurea Gal404
(Obr. 31) infikovani na Zito.

Obr. 31 Infekce zita C. purpurea Gal404 exprimujici LPS1 (A, C) a odpovidajici WT kontrolou
(B, D).

A, B - Produkce medovice (30 dni po inokulaci)

C, D - Tvorba skleorcii (50 dni po inokulaci)
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5 DISKUZE

Na piipravu konstruktl k transformaci vlaknitych hub se v soucasnosti téméi vyhradné
vyuzivaji nové techniky klonovani DNA, které snizuji ¢asovou i cenovou naroc¢nost.
Odhadovand doba klonovani dele¢niho konstruktu (tvofené¢ho tfemi useky) s pouzitim
restrikce a ligace do plasmidu a naslednou amplifikaci v E. coli je minimalné jeden
mésic. Vyuzitim novych metod lze tuto dobu zkratit na jeden tyden. Tyto vyhody
poskytuje i kvasinkové rekombina¢ni klonovani (Joska et al., 2014), kterym se zabyva
tato diplomova prace. V dneSni dobé& existuji i dalsi alternativy klonovani, jako napf.
GIBSON (Gibson et al., 2009), AQUA (Beyer et al.,, 2015) ¢i USER cloning
(Geu-Flores et al., 2007), které mohou v budoucnosti, hlavné diky dalSimu zrychleni
piipravy, nahradit i kvasinkové rekombinaéni klonovani.

Pomoci této metody byly pfipraveny konstrukty pro deleci a konstitutivni expresi
vybranych genti C. purpurea. VétSina konstruktl pro expresi byla pfipravena tak, aby
fluorescenéni znatka mCherry nebo GFP (Leroch et al., 2011; Schumacher, 2012) byla
umisténa na C-konci zdjmového proteinu. Na produkcei funkéniho proteinu vSak mize
mit vliv pfitomnost fluorescencni znacky 1 jeji umisténi (Wink, 2006), proto byly také
pfipraveny kontrolni konstrukty bez fluorescencnich proteinti a konstrukt, ve kterém je
GFP fazovano s N-koncem zajmového proteinu. Vyhodou konstruktid obsahujicich
mCherry nebo GFP je jednak moznost jejich vyuziti k lokalizaci fuznich proteint
pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie (Herrmann et al., 2014), ale také moznost ovéfeni
jejich pfitomnosti pomoci Western blot analyzy s pouZitim protilatky proti
fluorescenéni znacce. VSechny konstrukty byly také pfipravovany s ohledem na jejich
dalsi vyuziti pro komplementaci ziskanych dele¢nich mutantd, proto nesou jiny gen
rezistence oproti dele¢nimu. Cast z piipravenych plasmidd jiz byla Gspé&$né pouzita
k transformaci C. purpurea.

Protoze se jednalo o prvni testovdni kvasinkového rekombinacniho klonovani
na pracovisti, bylo nutné tuto metodu optimalizovat. OSetieni linearizovanych vektori
alkalickou fosfatasou vyrazn¢ pomohlo v Gspé$nosti klonovani. Ackoliv je dle literatury
(Bessa et al., 2012) lepsi variantou oSetfeni vektoru Taq polymerasou s dATP jako
substratem, vykazovala tato smés v porovnani s pouzitim alkalické fosfatasy nizsi
¢innost. Usp&snost klonovéani byla u viech pfipravenych konstruktil potvrzena jejich
sekvenaci.  V nukleotidovych  sekvencich  nebyly nalezeny Zzadné  SNP

(jednonukleotidovy polymorfismus, z ang. single nucleotide polymorfism), inzerce ani

78



delece a to ani v ptipad¢, kdy byly do cilového vektoru klonovany ¢tyfi raizné DNA
fragmenty najednou.

Gen IpsAl C. purpurea (10755 bp) koduje trimodularni neribosomalni
lysergylpeptidovou synthetasu LPS1 (394 kDa), ktera je zodpovédna za syntézu
ergopeptind, zejména ergotaminu (Walzel et al., 1997; Haarmann et al., 2008). Problém
pfi pfipravé konstruktli S timto genem nastal pfi klonovéani ziskaného DNA amplikonu
do pDRIVE plasmidu. Pieéisténi PCR reakce fragmentovalo dlouhy amplikon, restrikce
a sekvenovani plasmidi ukazalo, ze je pfitomna vzdy jen cast klonovaného genu.
Z tohoto divodu byla sekvence IpSAl rozdélena na Ctyii krat$i useky, které byly
klonovany do pDRIVE plasmidu samostatné. Po ovéfeni sekvence byly tyto plasmidy
pouzity jako templat pro amplifikace ke kvasinkovému rekombinaénimu klonovani.
Moznost rekonstruovat takto velky gen spojenim vice dil¢ich usekli by mohl byt vyuzit
k vytvoteni ,,nového* proteinu, slozeného z nové kombinace NRPS modula.

Pti piipravé konstrukti se objevil také problém s izolaci plasmidi. Pficinou byla
nejspiSe velikost téchto plasmidd, kterd presahla 20 kb, roli také sehral typ pouzitého
shuttle vektoru tzv. high-copy plasmid (Schumacher, 2012) a vétsi pocet DNA
fragmentd pouzitych na rekombinaci v kvasince. Sekvenovani ziskanych konstrukti
bylo uspésné apiedevSsim jednoznaéné, z cehoz vyplyva, ze lze pomoci metody
kvasinkového rekombina¢niho klonovani piipravit i konstrukty o velikosti nad 20 kb
poskladané z vice riznych DNA fragmentt.

Pfipravené konstrukty pNDH-OGG::IpsAl gfp* a pNDH-OGG::IpsAl gfp” byly
spole¢n¢ s pPNDH-OGG (volné GFP) pouzity na transformaci protoplastii dvou kmenti
C.purpurea 20.1 a Gal404. Protoze pii transformaci dochdzi zvelké casti
Kk mnohonasobné integraci konstruktu do genomu, je nutné dale pracovat s vice
mutanty, na kterych se ovéii ziskany fenotyp. Pro dal$i praci byli tedy vybrani tfi
nezavisli transformanti, pouze v piipad¢ C. purpurea 20.1 exprimujici LPS1 byl ziskédn
jen jeden transformant. Integrace plasmidové DNA byla ovéfena diagnostickou PCR.

Transformanti byvaji nejcastéji heterokaryotni, to znamend, Ze buika s 2 jadry
ma pouze jedno jadro s integraci transformacniho konstruktu. Homokaryoti ziskani
monosporickou izolaci maji zafixovanou genetickou informaci a lze je kultivovat bez
selekéniho tlaku antibiotika.

Pro ovéfeni obou konstruktlh v C. purpurea byla pouzita metoda qPCR, Vv ptipadé
konstruktu pNDH-OGG::IpsAl gfp™ byla navic zvolena metoda Western blotu.

Elektroforeticka separace proteinti o velikosti nad 200 kDa a jejich néasledny ptenos
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z gelu na membranu se vSak potyka hned s nékolika problémy. Pfi separaci proteinti
v SDS polyakrylamidovém gelu plati, Ze migrace proteinti vykazuje linedrni zavilost
na logaritmu jejich molekulové hmotnosti tj. velké proteiny se mnohem hiife separuji
(Laemmli, 1970). Re$enim tohoto problému je obvykle pouZiti gelii o nizké koncentraci
akrylamidu nebo gradientovych gelt (Casas-Terradellas et al., 2006).

V SDS polyakrylamidovém gelu byly nejfive separovany proteiny extrahované
z LER kultury a C. purpurea exprimujicich GFP. Pomoci Western blotu byl v obou
vzorcich detekovan GFP (27 kDa). Timto byla zaroven ovéiena funk¢énost primarni
a sekundarni protilatky. Pro naslednou separaci fuzniho proteinu LPS1-GFP (421 kDa)
byl zvolen 5% SDS polyakryamidovy gel, ktery byl jiz diive pouzit pfi analyze LPS1
(Riederer etal., 1996). Nicmén¢é ptitomnost GFP-fuzniho proteinu v transformantech
prokazana nebyla. Pfi¢inou mohl byt naptiklad netispé$ny prenos tohoto proteinu z gelu
na membranu, nebot U vétSich proteinii dochazi k jejich precipitaci v gelu (Towbin
etal., 1979). Tento problém muze byt z¢asti vyfeSen piidavkem SDS do pienosového
pufru. Druhym divodem neuspéSné detekce mohla byt nizkd koncentrace proteinu
ve vzorku. Proto bylo pfistoupeno na metodu imunoprecipitace GFP-fuznich proteind
pomoci GFP-Trap A. Ackoliv doslo k vychytani GFP-fuzniho proteinu, nasledny
Western blot byl opét netspésny a to i v piipadé, kdy bylo do pfenosového pufru
pfidano 0,05% SDS. Na druhou stranu, byl v gelu po separaci proteini vizualizovan
band o velikosti nad 200 kDa, ktery byl pfitomen pouze ve vzorcich transformanti
C. purpurea exprimujicich LPS1-GFP a nikoliv v odpovidajicich kontrolach. S nejvési
pravdépodobnosti se tedy jedna 0 hledany LPS1-GFP. Pro separaci GFP a LPS1-GFP
byl také pouzit komeréni gradientovy gel (NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris
gel - Thermo Scientific, USA), jehoz vyhodou je moznost simultanniho rozdéleni
malych i velkych proteind. Nicméné separace proteinti v tomto gelu nebyla ani zdaleka
idealni. Z tohoto divodu byly GFP aLPS1-GFP separovany samostatné vzdy
s odpovidajici WT kontrolou.

Ackoliv se pro velké proteiny doporucuje tzv. tankovy pienos pies noc pii nizkém
nap¢ti a chlazeni, mlize byt velmi ti¢inného pifenosu vysokomolekularnich proteinti také
dosazeno zahtatim gelu pii pfenosu (Kurien a Scofield, 2009). Tato varianta byla
zvazovana, nicmén¢ z ¢asovych divoda nebyl Western blot dale optimalizovan.

Pomoci epifluorescenéniho mikroskopu byla sledovana lokalizace LPS1-GFP. Stejné
jako u C. purpurea exprimujici GFP, byl fluorescencni signal detekovan v cytosolu.

Tento fakt koreluje i s literaturou, podle které jsou bakterialni a houbové neribosomalni
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peptidové synthetasy lokalizovany pravé v cytosolu (Eisfeld, 2009; Imperi a Visca,
2013). Pomoci barviva Hoechst 33258 byla vizualizovana DNA. Toto barvivo se u hub
také vyuziva k vizualizaci bunécnych prepazek (tzv. sept), jimiz jsou jednotlivé buiky
oddéleny (Hua’an et al., 1991).

Protoze oba pouzit¢ kmeny C. purpurea produkuji namelové alkaloidy jen
ve sklerociich, byli ziskani transformanti spolecné s WT kontrolami infikovani na zito.
V budoucnosti bude v ziskanych sklerociich metodou HPLC stanoveno mnozstvi
namelovych alkaloidt. Jelikoz sklerocia mutanta C. purpurea 20.1 s deletovanym
genem IpsAl neprodukovala ergotamin (Haarmann et al., 2009), ocekava se, zZe
sklerocia téchto transformantii budou obsahovat zvySené mnozstvi ergopeptidii nebo

dojde ke zvySeni obsahu ergotaminu oproti ostatnim ergopeptidim.
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6 ZAVER

V teoretické cCasti této diplomové prace byla vypracovana literdrni reSerSe na téma
molekularni  biologie Claviceps purpurea se zaméfenim na vyuziti metody
kvasinkového rekombinacniho klonovani v souvislosti s pfipravou konstruktt
k transformaci. V reser$i byly také zminény nové techniky genetické manipulace
vlaknitych hub.

V experimentdlni casti bylo pfistoupeno k optimalizacim metody kvasinkového
rekombina¢niho klonovani, které bylo nasledné¢ vyuzito k pfipravé konstruktii
k transformaci C. purpurea. Dva z ptipravenych konstruktt pro expresi genu IpsAl byly
transformovany do dvou kment C. purpurea 20.1 a Gal404. Poté, co byla
U homokaryotnich mutanti potvrzena integrace plasmidi pomoci diagnostické PCR,
byla metodou qPCR ovéfena jejich funkénost. K detekci GFP-fazniho proteinu byla
navic pouzita metoda Western blotu. Nicméné ani v ptipadé, kdy byl GFP-fizni protein
nejdiive precipitovan pomoci GFP-Trap_A, nebyl Western blot uspésny. Na druhou
stranu, byl v SDS polyakrylamidovém gelu po separaci vizualizovan band o velikosti
odpovidajici LPS1-GFP, tudiz nejspiSe pouze nedoSlo kjeho pienosu z gelu
na membranu. Ziskani transformanti byli spole¢né s odpovidajicimi WT kontrolami
infikovdni na zito. Z ¢asovych divodi budou ziskand sklerocia analyzovana

v budoucnosti.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3" 0S
5" 0S
Act
bar
BiFC

ble

BSA

Cas9

Cas9 D10A
cDNA

clr2

CpBle
CpFAH

CplaaH
CpLDS1
CpTF1
CpTF2
CpYUCCA

crRNA
CRISPR/Cas

dCas9
dmaw

DMSO
EDTA
EMS

fw primer
gDNA
gRNA
GFP

GFP

hph

IAM
IPTG
ku70
Ku80
lael

LER kultura

LPS1
LPS2
LPS3
LPS4

3" okrajova sekvence

5" okrajova sekvence

gen kodujici aktin

gen rezistence na fosfinotricin

Bimolekularni fluorescenéni komplementace (z angl.. Bimolecular
fluorescence complementation)

gen rezistence na phleomycin

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
CRISPR asociovany protein Streptococcus pyogenes

Cas9 bez nukleasové aktivity

komplementarni DNA

gen kodujici transkripéni faktor zapojeny do regulace exprese
celulasového genu

kodon-optimalizovany gen rezistence na phleomycin pro C. purpurea
gen kodujici pedpokladanou A™ - desaturasu mastnych kyselin
C. purpurea (CPUR_00903)

gen kodujici predpokladanou IAM hydrolasu C. purpurea
(CPUR_04616)

gen kodujici predpokladanou linoleatdiolsynthasu C. purpurea
(CPUR_00903)

gen kodujici predpokladany transkripéni faktor zapojeny do regulace
biosyntézy namelovych alkaloidi C. purpurea (CPUR_01124)
gen kodujici transkripéni faktor regulujici expresi genti klastru
biosyntézy ergochromi C. purpurea (CPUR_05433)

gen kodujici predpokladanou flavinmonooxygenasu C. purpurea
(CPUR_04616)

CRISPR RNA

z angl. Clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/CRISPR associated system

katalyticky inaktivni Cas9

gen kodujici dimethylallyltryptophansynthasu C. purpurea
(CPUR_04076)

dimethylsulfoxid

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethyl-methylsulfonat

oznacéeni primeru ve sméru 3’— 5’ (z angl. forward)
genomickd DNA

z angl. guide RNA

zeleny fluorescencni protein

gen kodujici zeleny fluorescencni protein

gen rezistence na hygromycin

indolyl-3-acetamid

isopropyl B-D-1-galaktopyranosid

gen kodujici podjednotku NHEJ systému Ku70

podjednotka NHEJ systému

gen kodujici predpokladanou methyltransferasu

bunécna suspenzni kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg
erecta

lysergylpeptidova synthetasa 1 C. purpurea

lysergylpeptidova synthetasa 2 C. purpurea

lysergylpeptidova synthetasa 3 C. purpurea

lysergylpeptidova synthetasa 4 C. purpurea
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IpsAl

IpsA2
IpsB

IpsC
mCherry
mCherry
NHEJ
NP-40
NRPS
NTG
Hph

HR
HSVtk
OMPD
PAM
PEG
PMSF
Pgpd
PoliC
PVDF
PtrpC
pyr
rev primer
RDV
RNAP 11
RNAP 111
RT

SDH
SDS
SgRNA
SRS2
Taq
TALEN
TEMED
Tgluc
tracrRNA
Tris
Ttrpc
Ttub
Tween-20
ura3
urab
WT
x-gal

gen kodujici lysergylpeptidovou synthetasu 1 C. purpurea
(CPUR_04074)

gen kodujici lysergylpeptidovou synthetasu 4 C. purpurea
gen kodujici lysergylpeptidovou synthetasu 2 C. purpurea
(CPUR_04073)

gen kodujici lysergylpeptidovou synthetasu 3 C. purpurea
gen kodujici fluorescencni protein mCherry

cerveny fluorescencni protein

nehomologni spojeni konci DNA
nonyl-fenoxy-polyethoxyethanol

neribosomalni peptidova synthatasa
N-methyl-N"-nitro-N-nitrosoguanidin

gen rezistence na hygromycin

homologni rekombinace

gen kodujici thymidin kinasu herpes simplex viru
orotidin-5"-monofosfat dekarboxylasa

z angl. Protospacer adjacent motifs

polyethylenglykol

fenylmethylsulfonylfluorid

promotor glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy Aspergillus nidulans
promotor podjednotky 9 mitochondrialni ATPasy Aspergillus nidulans
polyvinylidenfluorid

promotor indol-3-fosfatsynthetasy

gen zapojeny do biosyntézy pyrimidin

oznaceni primeru ve sméru 5'— 3’ (z angl. reverse)

dva hypervariabilni zbytky (z angl. repeat variable diresidues)
RNA polymerasa Il

RNA polymerasa Il

pokojova teplota (z angl.. room temperature)

gen kodujici scytalon dehydratasu

dodecylsiran sodny

z angl. single guide RNA

gen kodujici ATP-dependentni DNA helikasu

Thermus aquaticus

z angl. Transcription activator-like effector nucleases
tetramethylethylendiamin

Glukanasovy terminator Botrytis cinerea

z angl. transactivating crRNA
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

terminator indol-3-fosfatsynthetasy Botrytis cinerea
Tubulinovy terminator Botrytis cinerea

PEG-20-ether monosorbitanester kyseliny laurové

gen kodujici orotidin-5-fosfatdekarboxylasu

gen kodujici orotatfosforibosyltransferasu

divoky kmen (z angl. wild type)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
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