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CÍLE PRÁCE 

- Zpracování literární rešerše na téma molekulární biologie C. purpurea se 

zaměřením na využití metody kvasinkového rekombinačního klonování 

v souvislosti s přípravou konstruktů k transformaci, nové techniky genetické 

manipulace využitelné pro editaci genomu vláknitých hub  

- Optimalizace a použití metody kvasinkového rekombinačního klonování 

pro přípravu konstruktů k transformaci C. purpurea 

- Transformace dvou kmenů C. purpurea vybranými konstrukty  

- Ověření integrace plasmidů v homokaryotních transformantech  

- Funkční ověření konstruktů a lokalizace GFP-fúzního proteinu  

- Infekce žita získanými transformanty a odpovídajícími WT kontrolami 
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1 ÚVOD 

Claviceps purpurea je biotrofní parazit napadající řadu obilovin a trav. V napadených 

klasech se místo obilek vytváří modrošedá až černá sklerocia (tzv. námel), útvary 

typické produkcí námelových alkaloidů. Vliv těchto sloučenin na centrální nervovou 

soustavu spočívá v jejich strukturní podobnosti s neurotransmitéry noradrenalinem, 

adrenalinem a serotoninem. Ačkoliv tyto alkaloidy mohou při požití vyvolat otravu 

známou jako ergotismus či oheň svatého Antonína, je řada z nich využívána 

ve farmaceutickém průmyslu k výrobě léčiv. Jedná se například o ergotamin, alkaloid 

odvozený od kyseliny lysergové, který je v posledním kroku syntetizován 

neribosomální lysergylpeptidovou synthetasou LPS1. Funkce tohoto trimodulárního 

enzymu byla potvrzena delecí odpovídajícího genu lpsA1 v C. purpurea P1. Přestože 

byl tento enzym v minulosti purifikován a dále charakterizován, nebyli do dnešní doby 

připraveni transformanti nadprodukující LPS1. Nadprodukce tohoto proteinu 

v C. purpurea by mohla vést  k vyššímu zastoupení ergotaminu ve sklerociu, zároveň 

by tento poznatek mohl pomoci lepšímu pochopení vlastní biosyntézy alkaloidů, která 

není dosud plně objasněna.  

Konstrukty pro transformaci C. purpurea jsou nejčastěji připravovány kvasinkovým 

rekombinačním klonováním. Pro funkční analýzu genů mohou být protoplasty této 

houby transformovány delečním konstruktem obsahujícím 3´ a 5´ okrajové sekvence 

cílového genu a selekční marker nebo konstruktem obsahujícím cílový gen pod 

kontrolou konstitutivního případně nativního promotoru. Pokud je navíc zájmový 

protein fúzován s fluorescenční značkou může být konstrukt využit k lokalizaci proteinu 

nebo studiu proteinových interakcí. Možnost přípravy těchto konstruktů a jejich 

následné využití k transformaci C. purpurea představuje velmi účinný nástroj 

molekulární biologie, kterého může být využito například ke studiu biosyntézy 

námelových alkaloidů a její regulace či porozumění interakce houby s hostitelem.  
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

 

2.1 Claviceps purpurea 

 

2.1.1 Charakteristika  

Claviceps purpurea je vřeckovýtrusná houba z rodu Claviceps, jehož zástupci napadají 

více než 600 jednoděložných rostlin, nejčastěji žito, ječmen a pšenici (Bové, 1970). 

Ačkoliv tato houba patří mezi biotrofní parazity může být C. purpurea kultivována 

v axenické kultuře, což společně s faktem, že v roce 2013 byl sekvenován celý genom 

C. purpurea 20.1výrazně usnadňuje experimentální přístup (Mantle a Nisbet, 1976, 

Schardl et al., 2013). 

Pro C. purpurea je typická produkce námelových alkaloidů, které se vyskytují 

v námelu, což je označení pro sklerocium této houby (Obr. 1). Produkce námelových 

alkaloidů však není typická jen pro zástupce rodu Claviceps, byla také pozorována 

i u jiných hub např. Ascomycetes, Phycomycetes, Basidiomycetes či Fungi imperfecti 

(Abe et al., 1967). S námelem se můžeme setkat ve formě modrošedých až černých 

růžkovitých útvarů, které vyrůstají z napadeného klasu (Tudzynski a Scheffer, 2004).  

Námel je jedovatý a při požití může u člověka a hospodářských zvířat vyvolat otravu 

zvanou ergotismus či způsobit ztráty v produkci zemědělských plodin (Woods et al., 

1966; Schneider et al., 1996). I přes tyto nežádoucí účinky, našly námelové alkaloidy 

velké uplatnění ve farmaceutickém průmyslu při výrobě léčiv (Graham a Wolff, 1938; 

Thorner et al., 1974; Thobois, 2006).  

 

 

 

Obr. 1 Sklerocium C. purpurea (námel) vyrůstající z napadeného klasu žita. 
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2.1.2 Molekulární biologie C. purpurea 

 

2.1.2.1 Mutageneze  

Z počátku byli mutanti C. purpurea získáváni UV mutagenezí (Strnadová, 1964), 

ozářením rentgenovými nebo gamma paprsky (He et al., 1995) či chemickou 

mutagenezí pomocí ethyl-methansulfonátu (EMS), N-methyl-N´-nitro-N-

nitrosoguanidinu (NTG) (Brauer a Robbers, 1987) nebo pomocí kyseliny dusité 

(Strnadová, 1976). Získaní mutanti pak byli selektováni na základě rozdílné morfologie 

(Strnadová a  Kybal, 1976), auxotrofie (Strnadová, 1967), pozměněné produkce 

námelových alkaloidů (Kobel a Sanglier, 1973) či na základě rezistence vůči 

fungicidům - benomylu, bavistinu či cercobinu (Tudzynki et al., 1982). Metoda 

mutageneze našla velké uplatnění při přípravě kmenů C. purpurea s pozměněnou 

produkcí námelových alkaloidů, které mohly být dále využity v průmyslu 

(Didek-Brumec et al., 1987). Jedná se například o průmyslový kmen Gal404 

(Valík et al., 2000), který byl mimo jiné použit v experimentální části této práce a který 

byl získán z kmene CCM 8177. Sklerocium tohoto kmene bylo nejdříve převedeno 

do axenické kultury, která byla následně vystavena gamma parskům. Získané izoláty 

byly očkovány na žito. Sklerocium obsahující nejvyšší obsah námelových alkaloidů 

bylo opět převedeno do saprofytické kultury a celý proces byl zopakován. Nakonec byl 

získán kmen C. purpurea, u kterého došlo k nárustu obsahu ergotaminu (o 1,5 % 

na celkových 93,5 %), poklesu ergostinu a ergometrinu. Široce využívaným kmenem 

C. purpurea získaným mutagenezí je také kmen P1 odvozený od kmene 1029, který je 

charakteristický produkcí námelových alkaloidů v axenické kultuře, převážně pak 

ergotaminu (Keller, 1983).  

Standardní metoda transformace C. purpurea využívající polyethylenglykol byla 

poprvé aplikována v roce 1989, kdy byl připraven konstrukt obsahující gen rezistence 

na phleomycin s trpC promotorem Aspergillus nidulans (van Engelenburg et al., 1989). 

Phleomycinový rezistenční gen Sh ble ze Streptoalloteichus hindustanus kóduje protein, 

který se váže na phleomycin, čímž inhibuje jeho DNA štěpící aktivitu (Dumas et al., 

1994). Kromě konstruktu obsahujícího gen rezistence na phleomycin byl 

na transformaci protoplastů C. purpurea použit také konstrukt obsahující gen rezistence 

na hygromycin s gpdA promotorem A. nidulans (Comino et al., 1989). Hygromycinový 

rezistenční gen Hph z bakterie Escherichia coli kóduje hygromycin B fosfotranferasu, 
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která fosforylací inaktivuje aminoglykosidové antibiotikum hygromycin B (Blochlinger 

a Diggelmann, 1984). Vzhledem k tomu, že oba vyvinuté systémy využívající 

heterologní promotory s genem rezistence vůči antibiotiku vykazovaly nízkou frekvenci 

transformace a konstrukty byly navíc integrovány do genomu C. purpurea ve více 

kopiích a na více místech, použili Smit a Tudzynski v roce 1992 homologní 

transformační systém založený na komplementaci OMPD (orotidin-5´-monofosfát 

dekarboxylasa) deficientních mutantů pyr genem C. purpurea. Později byl 

u C. purpurea použit další homologní systém, který byl založen na fúzi genu rezistence 

na phleomycin s promotorem gpd genu kódujícím glyceraldehyd-3-fosfát 

dehydrogenasu C. purpurea (Jungehülsing et al., 1994). Kromě genu rezistence 

na phleomycin či hygromycin se na transformaci protoplastů C. purpurea používají též 

konstrukty, jejichž součástí je gen rezistence na fosfinotricin (Mey et al., 2002a; 

Mey et al., 2002b). Tento bar rezistenční gen ze Streptomyces kóduje 

fosfinotricinacetyltransferasu, která acetylací zabraňuje odštěpení alaninových zbytků 

z protoxinu bialaphos a tím jeho aktivaci ve formě L-fosfinotricinu, který inhibuje 

glutaminsynthetasu (Thompson et al., 1987). 

Protoplasty používané na transformaci C. purpurea mohou být získány z konidií 

(asexuální spóry) nebo z mladých mycelií (Mey et al., 2002a). Mezi nejčastěji 

používané enzymy pro přípravu protoplastů C. purpurea patří Lyzační enzym 

z Trichoderma harzianum, Driselasa či ẞ-glukuronidasa (Keller et al., 1980; 

Oeser et al., 2002).  

U C. purpurea byla také podobně jako u mnoha jiných vláknitých hub provedena 

úspěšná transformace pomocí gramnegativní bakterie Agrobacterium tumefaciens 

(de Groot et al., 1998; Rho et al., 2001), přičemž bylo zjištěno, že T-DNA je 

integrována do genomu C. purpurea převážně v jedné kopii a to zcela náhodně 

(Tudzynski a Scheffer, 2004). 

V současné době našla metoda genetické transformace C. purpurea uplatnění 

například při studiu biosyntetických drah, kdy je narušen čtecí rámec zájmového genu, 

který se tak stává nefunkčním. Na základě odlišných fenotypových a biochemických 

vlastností získaného mutanta oproti WT, lze následně usoudit na roli deletovaného genu 

v příslušné biosyntetické dráze (Haarmann et al., 2008; Hinsch et al., 2015). 
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2.1.2.2 Integrace DNA do genomu C. purpurea 

Do dnešní doby byly popsány dva mechanismy sloužící k opravě DNA - nehomologní 

spojení konců (NHEJ - non-homologous end joining) a homologní rekombinace 

(HR - homologous recombination).  Integrace exogenní DNA do genomu C. purpurea 

je založena právě na těchto dvou mechanismech. V případě NHEJ dochází k vložení 

exogenní DNA náhodně do genomu, dochází k ektopické inzerci konstruktu. 

V přítomnosti homologní DNA je poškozená DNA opravena pomocí HR, přičemž 

dochází k inzerci exogenní DNA do homologní oblasti (Holliday, 1964).  

Pravděpodobnost integrace homologní DNA pomocí HR se u jednotlivých hub liší, 

u C. purpurea je pravděpodobnost pouhých 1-2 % (Oeser et al., 2002), zatímco 

u fytopatogenních hub Ustilago maydis a Botrytis cinerea je tato pravděpodobnost vyšší 

než 50 % (Levis et al., 1997; Banuett, 2002).  

 

2.1.2.2.1 Delece genů založená na HR 

Na principu HR je založena metoda delece genů C. purpurea. Protoplasty této houby 

jsou transformovány lineárním konstruktem obsahujícím 5´ okrajovou sekvenci (5´ OS) 

a 3´ okrajovou sekvenci (3´ OS) cílového genu, mezi kterými je gen rezistence 

na antibiotikum sloužící jako selekční marker. Gen rezistence je transkribován 

v opačném směru než cílový gen (Giesbert et al., 1998; Scheffer et al., 2005a).  

Ke zvýšení pravděpodobnosti rekombinace delečního konstruktu byl připraven 

mutant Δku70 (Haarmann et al., 2008). Ku70 je jednou ze tří podjednotek hlavního 

systému NHEJ, přičemž tato podjednotka vytváří společně s Ku80 heterodimer, který 

navádí DNA-PK (DNA-dependentní protein kinasa) na konce poškozené DNA, čímž 

stabilizuje její následné spojení (Spagnolo et al., 2006). Gen ku70 (Obr. 2) byl 

deletován v C. purpurea 20.1 i v C. purpurea P1. Zatímco C. purpurea 20.1 je 

patogenní a produkuje námelové alkaloidy pouze během interakce s hostitelem, 

C. purpurea P1 produkuje alkaloidy v axenické kultuře. Získaní transformanti ∆ku70 

nevykazovali odlišné fenotypové ani biochemické vlastnosti oproti WT. Za účelem 

posouzení změny frekvence rekombinace delečního konstruktu byl mutant ∆ku70 

C. purpurea P1 transformován lineárním konstruktem pro deleci genu 

lpsA1(Haarmann et al., 2008). 
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Obr. 2 Strategie delece genu ku70 v C. purpurea. Černě jsou znázorněny introny, odstíny šedé 

představují exony (Haarmann et al., 2008, upraveno). 

 

Gen lpsA1 kóduje neribosomální lysergylpeptidovou synthetasu 1 (LPS1) o velikosti 

394 kDa, která je společně s dalšími třemi geny pro neribosomální peptidové synthetasy 

(NRPS) lpsA2 (kódující LPS4), lpsB (kódující LPS2) a lpsC (kódující LPS3) součástí 

genového klastru pro biosyntézu námelových alkaloidů u C. purpurea, přičemž LPS1 

společně s LPS2 katalyzují syntézu ergotaminu z kyseliny D-lysergové 

(Haarmann et al., 2005). Genem lpsA1 a jeho nadexpresí se také mimo jiné zabývá tato 

diplomová práce.  

Vzhledem k tomu, že u sedmi z jedenácti získaných transformantů došlo k integraci 

delečního konstruktu v homologní cílové oblasti, došlo po deleci ku70 v C. purpurea 

k výraznému zvýšení frekvence rekombinace delečního konstruktu ve srovnání s WT 

(50-60 %). Výsledný mutant ∆lpsA1 C. purpurea P1 nebyl schopen vytvářen ergotamin. 

Na základě těchto výsledků se zdálo, že kmeny ∆ku70 C. purpurea 20.1a ∆ku70 

C. purpurea P1 by mohly být použitelné pro následné delece vybraných genů. Nicméně, 

po delší době se ukázalo, že získaní transformanti vykazují redukovaný růst a ztrácí 

schopnost napadnout žito (Haarmann et al., 2008).  

I přes nemožnost dalšího využití připravených kmenů ∆ku70 C. purpurea, bylo 

do dnešní doby připraveno přes 20 různých delečních mutantů C. purpurea 

(Hinsch a Tudzynski, 2015). 

V posledních letech je pro transformace hub na základě HR hojně využívána 

tzv. metoda Split markeru (Obr. 3), která odstraňuje falešně pozitivní výsledky, tedy 

transformanty s ektopickou inzercí (Goswami, 2012; Gravelat et al., 2012). Tato 

technika, která byla poprvé aplikována u kvasinek (Fairhead et al., 1996), spočívá 

v přípravě dvou PCR fragmentů amplifikovaných z připraveného delečního konstruktu, 
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přičemž každý PCR fragment obsahuje dvě třetiny selekčního markeru a 5´ OS nebo 

3´ OS cílového genu (Colot et al., 2006; You et al., 2009). Pomocí této metody lze tedy 

dosáhnout toho, že na selečním médium rostou pouze tranformanti nesoucí funkční 

marker. Tento přístup je aplikován i u C. purpurea a prvotní výsledky napovídají, že 

metoda Split markeru funguje pouze pro konstrukty nesoucí rezistenci na hygromycin 

(Tudzynski P., osobní komunikace). 

Jiným přístupem pro snížení počtu transformantů s ektopickou inzercí je použití 

tzv. negativního selekčního markeru fúzovaného s delečním konstruktem obsahujícím 

5´ OS, selekční marker a 3´ OS cílového genu. Jako negativní selekční marker se 

používá gen kódující thymidin kinasu herpes simplex viru (HSVtk), přičemž produkt 

tohoto genu přeměňuje 5-fluoro-2´-deoxyuridin přítomný v médiu na sloučeninu, která 

je pro houby toxická. V případě, že dojde k integraci cílového vektoru pomocí HR 

do homologní oblasti, negativní selekční marker se nezačlení do genomu a získaní 

transformanti jsou schopni růst na médiu s 5-fluoro-2´-deoxyuridinem. Pokud dojde 

k integraci cílového vektoru náhodně do  genomu, negativní selekční marker zůstává 

přítomen, tito transformanti nejsou schopni růst na médiu s 5-fluoro-2´-deoxyuridinem 

(Gardiner a Howlett, 2004). Tento přístup transformace u C. purpurea do dnešní doby 

použit nebyl, nicméně u fytopatogenních hub Magnaporthe grisea a Fusarium 

oxysporum byl již úspěšně aplikován (Khang et al., 2005). 

 

 

 

Obr. 3 Metoda Split markeru. Na transformaci se používají dva PCR fragmenty, z nichž každý 

obsahuje dvě třetiny selekčního markeru a 5´ OS nebo 3´ OS cílového genu (Choquer et al., 

2008, upraveno). 
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2.1.2.2.2 Konstitutivní exprese genů založená na NHEJ 

Na principu NHEJ je založena metoda transformace protoplastů C. purpurea vektorem 

obsahujícím cílový gen pod nativním nebo konstitutivním promotorem a seleční marker 

(gen rezistence). Tyto konstrukty mohou být využity např. pro komplementaci 

delečních mutantů nebo pomocí fúze zájmového proteinu s fluorescenční značkou pro 

studium subcelulární lokalizace proteinů či pro sledování průběhu infekce 

v infikovaném pletivu (Leroch et al., 2011; Schumacher, 2012).  

Reportérové geny mohou být také využity pro bimolekulární fluorescenční 

komplementaci (BiFC), metodu používanou pro studium proteinových interakcí. Tato 

metoda je založena tom, že každý, ze dvou sledovaných proteinů je označen 

fragmentem fluorescenčního proteinu, který sám o sobě nemá schopnost fluorescence. 

K vytvoření fluorescenčního signálu dochází pouze v případě vzájemné interakce 

sledovaných proteinů (Weinthal a Tzfira, 2009). Herrmann et al. (2014) pomocí této 

metody prokázali, že protein CpBem1 zapojený do regulace NADPH signalizační dráhy 

a kinasa CpCla4 vzájemně interagují ve špičce hyf C. purpurea. 

 

2.1.2.3 Ověření transformace C. purpurea 

Analýza primárních, většinou heterokaryotních transformantů C. purpurea se provádí 

pomocí diagnostické PCR. Homokaryotní transformanti, kteří nemusí být dále 

kultivováni pod selekčním tlakem antibiotika, jsou získáni monosporickou izolací 

(Tudzynski a Scheffer, 2004).  

Integrace delečního konstruktu v homologní oblasti DNA je potvrzena diagnostickou 

PCR a pomocí Southern blotu, který zároveň slouží k ověření počtu inzercí do genomu. 

Pro jednoznačné stanovení fenotypu delečních mutantů nesmí být v genomu více 

inzercí. U transformantů s konstruktem pro konstitutivní expresi dochází většinou 

k vícečetné integraci, proto musí být fenotyp ověřen na více nezávislých mutantech. 

K potvrzení exprese je používán Northern blot (případně RT-qPCR). Využití Western 

blotu není u C. purpurea časté, studium na proteinové úrovni je zaměřeno spíše 

na mikroskopické techniky (Nathues et al., 2004; Neubauer et al., 2016).  
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2.2 Nové metody editace genomu pomocí programovatelných nukleas 

V posledních letech našly při editaci genomu hub velké uplatnění tzv. programovatelné 

nukleasy, které vytváří dvouvláknový zlom na cílové DNA. Jedná 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).  

Vytvoření dvouvláknového zlomu vede k aktivaci opravných mechanismů DNA 

(Obr. 4). Výsledkem opravy DNA pomocí NHEJ mohou být různě dlouhé inzerce 

nebo delece (indely), které vedou k posunu čtecího rámce, dochází k deleci mutovaného 

genu. Výsledkem opravy DNA pomocí HR mohou být přesné bodové mutace nebo 

inzerce (Szostak et al., 1983; Hefferin a Tomkinson, 2005). Pomocí programovatelných 

nukleas lze také vytvořit dva dvouvláknové zlomy v cis pozici na stejném chromozomu, 

což vede k deleci nebo inverzi ohraničeného úseku DNA, vytvoření dvou zlomů 

na různých chromozomech vede k translokaci (Gupta et  al., 2013; Xiao et al., 2013). 

Bylo zjištěno, že použití programovatelných nukleas k vytvoření zlomu na cílové 

DNA zvyšuje účinnost metod, které jsou založeny na homologní rekombinaci 

(Arazoe et al., 2015a; Arazoe et al., 2015b). Další výhodou těchto programovatelných 

nukleas je možnost odstranění selekčního markeru (Feng et  al., 2014; 

Gao a Zhao, 2014a).  

 

 

Obr. 4 Editace genomu pomocí programovatelných nukleas. A - Vytvoření jednoho 

dvouvláknového zlomu na cílové DNA, oprava poškozené DNA pomocí NHEJ nebo 

HR. B - Vytvoření dvou dvouvláknových zlomů na stejném chromozomu a na různých 

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 vytvořeny fúzí TAL 

efektorů s FokI katalytickou doménou endonukleasy typu II Flavobacterium 

okeanokoites (Christian et al., 2010).  

TAL efektory jsou sekretovány gramnegativními bakteriemi rodu Xanthomonas při 

napadení hostitelské rostliny. Jakmile se TAL efektory dostanou do jádra rostlinné 

buňky a naváží se na specifické promotorové sekvence DNA, dojde k aktivaci exprese 

genů, které usnadňují průběh bakteriální infekce (Boch a Bonas, 2010). TAL efektory 

byly objeveny také u patogenních bakterií Ralstonnia solanacearum či Burkholderia 

rhizoxinica (de Lange et al., 2013; de Lange et al., 2014). 

Společným rysem přirozeně se vyskytujících TAL efektorů je přítomnost DNA 

vazebné domény v centrální části proteinu, která je složena ze 7-34 vysoce homologních 

přímých repetic, přičemž každá repetice je složena ze 33-34 aminokyselin. Kromě DNA 

vazebné domény TAL efektory obsahují na C-konci proteinu jaderný lokalizační signál 

a aktivační doménu. Krystalová struktura TALE DNA vazebné domény ukázala, 

že jednotlivé aminokyseliny každé repetice vytváří strukturu dvou α-helixů spojených 

aminokyselinami v pozicích 12 a 13, které vytváří tzv. RDV (repeatvariable diresidues) 

smyčku (Obr. 5). Prostřednictvím RDV, tedy dvou hypervariabilních zbytků, 

rozeznávají jednotlivé moduly TAL efektorů příslušné báze. Aminokyselina v pozici 

12 přispívá ke stabilizaci této smyčky tvorbou vodíkové vazby s aminokyselinou 

v pozici 8, aminokyselina v pozici 13 se pak specificky váže prostřednictvím vodíkové 

vazby a/nebo van der Waalsových sil k bázi ve velkém žlábku na cílové DNA 

(Boch a Bonas, 2010; Bochtler, 2012; Mak et al., 2012).  

Na základě poznatku z roku 2009, kdy dva vědecké týmy nezávisle na sobě rozluštily 

´TALE kód´, tedy vztah mezi RDV a nukleotidem, na který se modul váže, mohou být 

konstruovány umělé TAL efektory s požadovanou DNA vazebnou specifitou 

(Bogdanove a Voytas, 2011). Bylo zjištěno, že RDV HD (Histidin, kyselina 

Asparagová), NI (Asparagin, Isoleucin), NN (Asparagin, Asparagin) a NG (Asparagin, 

Glycin) rozpoznávají téměř výhradně cytosin, adenin, guanin/adenin, thymin, 

v uvedeném pořadí (Boch et al., 2009; Moscou a Bogdanove, 2009).   
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Obr. 5 Struktura repetice TAL efektoru PthXoI. Červeně jsou vyznačena RDV rezidua 

rozpoznávající cytosin (Mak et al., 2012). 

 

Druhou částí TALE nukleas používaných pro editaci genomu je FokI katalytická 

doména endonukleasy typu II, která ve formě dimeru štěpí cílovou DNA, přičemž 

vzdálenost mezi levým a pravým TAL efektorem je 12-21 nukleotidů (Obr. 6). 

Dvouvláknový zlom vytvořený TALEN je poté zpracován mechanismem NHEJ nebo 

HR (Bitinaite et al., 1998; Wah et al., 1998). 

Za účelem modifikace genomu byly TAL efektory fúzovány nejen s nukleasami, 

ale například i s transkripčními aktivátory (Miller et al., 2011), represory 

(Mahfouz et al., 2012) či místně specifickými rekombinasami (Mercer et al., 2012). 

 

 

 

Obr. 6 Schématické znázornění TALEN (Kim a Kim, 2014). 
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2.2.1.2 Využití TALEN u hub 

Arazoe et al. (2015a) vytvořili PtFg Gate TALEN systém (Platinum Gate TALEN 

system for fungal expression) zacílený na SDH gen houby Magnaporthe oryzae. SDH 

gen kóduje scytalon dehydratasu, která katalyzuje přeměnu melaninových intermediátů. 

Narušení funkce SDH tedy vede ke tvorbě bíle zbarvené houby zbavené melaninu. 

Tito vědci transformovali protoplasty M. oryzae konstruktem pro deleci genu SDH 

obsahujícím gen rezistence na fosfinotricin. Protoplasty M. oryzae byly taktéž 

ko-transformovány tímto delečním konstruktem a TALEN kazetou (Obr. 7). Oproti 

výsledku z transformace delečním konstruktem, kdy pouze 1 kolonie z celkových 72 

byla bíle zbarvená, byly z ko-transformace získány pouze bíle zbarvené kolonie 

M. oryzae. Z výsledků tedy výplývá, že při ko-transformaci došlo ke zvýšení účinnosti 

transformace pomocí HR. 

 

 

 

Obr. 7 Strategie ko-transformace protoplastů 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 přímých krátkých repetic objeveny v genomu bakterie Eschechia coli 

v roce 1987, nicméně jejich funkce nebyla odhalena (Ishino et al., 1987). V roce 2005 

bylo při práci s kmeny Streptococcus thermophillus a Streptococcus vestibularis 

zjištěno, že tyto série přímých krátkých repetic jsou extrachromosomálního původu 

a do genomu těchto bakterií byly včleněny během napadení cizorodou DNA 

(Bolotin et al., 2005). Později byly tyto repetice objeveny u celé řady zástupců Archea 

a bakterií (Mojica et al., 2000), kde, jak bylo zjištěno, fungují jako obrana vůči cizorodé 
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DNA, virální i plasmidové. Tato funkce byla potvrzenaa v roce 2007, kdy byla část 

fágového genomu začleněna do genomu buněk Streptococcus thermophillus, čímž tyto 

buňky získaly rezistenci vůči bakteriofágu (Barrangou et al., 2007). 

Bylo prokázáno, že sekvence cizorodé DNA si bakterie vkládají do tzv. CRISPR 

oblastí ve svém genomu (Brouns et al., 2008), kde jsou následně tyto oblasti 

transkribovány jako crRNA (CRISPR RNA) a společně s tracrRNA (transactivating 

crRNA) vytváří strukturu gRNA (guide RNA), která navádí CRISPR asociovaný 

protein Cas9 na místo štěpení cizorodé DNA (Obr. 8). Za účelem editace genomu byla 

vytvořena tzv. sgRNA (single guide RNA), která je kombinací crRNA a tracrRNA 

(Jinek et al., 2012). 

Cas9 je multifunkční protein tvořený dvěma endonukleasovými doménami, HNH 

a RuvC (Nishimasu et al., 2014). Přesného zacílení RNA naváděné Cas9 nukleasy 

na specifickou sekvenci DNA je dosaženo díky 20 bp sekvenci crRNA 

(tzv. protospacer), která se na základě komplementarity bazí páruje s cílovou DNA, 

přičemž doména HNH Cas9 vnáší zlom do části DNA komplementární k crRNA 

a RuvC doména vnáší zlom na komplementární vlákno DNA (Gasiunas et al., 2012).  

Účinnost štěpení, tedy tvorby dvouvláknového zlomu na cílové DNA, závisí 

na přítomnosti PAM (Protospacer Adjacent Motifs) o délce 3 bp, která se nachází 

za protospacerem (Mojica et al., 2009). Tato sekvence se u jednotlivých Cas9 proteinů 

liší, v případě Cas9 Streptococcus pyogenes je za PAM považována sekvence NGG, se 

sníženou účinností též NAG (Hsu et al., 2013).  

 

 

 

Obr. 8 CRISPR/Cas9 (https://www.systembio.com/crispr-cas9-plasmids, staženo 27. 3. 2016). 

 

https://www.systembio.com/crispr-cas9-plasmids
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Výše popsaná Cas9 nukleasa vytváří na cílové DNA dvouvláknový zlom, což 

následně vede k aktivaci opravných mechanismů DNA, přičemž poškozená DNA je pak 

zpracována mechanismem HR nebo NHEJ (Chen et  al., 2013a; Nodvig et al., 2015).  

Jinou formou Cas9 je Cas9 D10A vykazující pouze štěpící aktivitu. Pokud tedy dojde 

ke vzniku jednovláknového zlomu na cílové DNA, nedochází k aktivaci 

NHEJ a v přítomnosti homologního templátu dochází ke zpracování poškozené DNA 

pouze pomocí HR (Cong et al., 2013).  

Jinou verzí Cas9 je dCas9 obsahující mutace H840A v HNH doméně a D10A 

v RuvC doméně. Tyto mutace způsobující, že dCas9 nemá nukleasovou aktivitu, avšak 

má zachovanou schopnost vázat se na cílovou DNA, čehož může být využito například 

při kontrole genové exprese (Qi et al., 2013) či u lokalizace proteinů, kdy může být 

dCas9 fúzován s GFP (Chen et al., 2013b).  

Do dnešní doby byly objeveny tři typy CRIPSR/Cas systémů (I, II a III), přičemž 

základem CRISPR technologie používané pro editaci genomu se stal systém II 

(Makarova et al., 2011). 

 

2.2.2.3 Využití CRISPR/Cas9 u hub 

V nedávné době byl CRISPR/Cas systém aplikován i u celé řady hub, například 

u zástupců rodu Aspergillus (Fuller et al., 2015; Katayama et al., 2015; Novig et al., 

2015), u fytopatogenní houby Magnaporthe oryzae (Arazoe et al., 2015b) či u hub 

Ustilago maydis a Trichoderma reesei (Liu et al., 2015; Schuster et al., 2015). 

Nodvig et al. (2015) vyvinuli systém založený na CRISPR/Cas9 pro editaci genomu 

vláknitých hub. Vzhledem k tomu, že v genomu Aspergillus nidulans nebyl dosud 

identifikován RNAP III promotor (promotor, který je přepisován RNA polymerasou III) 

a sgRNA je obvykle transkribována pod kontrolou tohoto promotoru (Ma et al., 2014), 

byla v průběhu tohoto experimentu použita chimérní sgRNA exprimovaná pod RNAP II 

promotorem (promotor, který je přepisován RNA polymerasou II). Tento přístup, který 

byl již dříve aplikován u kvasinek či savčích buněk (Gao a Zhao, 2014b; Jacobs et al., 

2014; Nissim et al., 2014) spočívá v tom, že chimérní sgRNA je součástí většího 

transkriptu syntetizovaného RNA polymerasou II. Aktivací dvou ribozymů HH 

(hammerhead) a HDV (hepatitis delta virus), mezi které byla sgRNA vložena, pak 

dochází v jádře k vyštěpení sgRNA z tohoto transkriptu (Obr. 9). 
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Obr. 9 Chimérní sgRNA (Nodvig et al., 2015, upraveno). 

 

Hlavním důvodem použití ribozymů při získání sgRNA pod kontrolou RNAP II 

promotoru je fakt, že RNA polymerasa II vytváří RNA, která je dále procesována. 

Na rozdíl od RNA, jež je pod kontrolou RNAP III je tedy doba, po kterou je tato RNA 

přítomna v jádře velmi krátká (Hahn, 2004; White, 2011). 

Ačkoliv byly pro expresi sgRNA popsány i metody využívající RNAP II promotor 

(Upadhyay et al., 2013; Jia a Wang, 2014) vedlo použití tohoto promotoru u vláknitých 

hub k nižší účinnosti mutageneze než v případě použití RNAP III promotoru. Nižší 

účinnost mohla být způsobena právě tím, že sgRNA, která byla exprimována pod 

RNAP II promotorem byla ihned po vytvoření transportována do cytoplazmy, nedošlo 

tedy k vytvoření hybridní DNA/RNA v místě zlomu (Arazoe et  al., 2015b). 

Nodvig et al. (2015) nejdříve otestovali účinnost připraveného systému u Aspergillus 

nidulans, který byl transformován CRISPR/Cas9 plasmidem obsahujícím sgRNA gen 

s protospacerem zacilujícím exon 4 genu yA chromosomu 1. Pro mutaci byl vybrán yA 

gen kódující p-difenoloxidasu, neboť u tohoto genu je velmi lehké ověřit jeho aktivitu. 

V případě, že je yA inaktivní, dochází ke žlutému zbarvení konidií, zatímco konidie WT 

jsou zbarveny zeleně. Z výsledků je patrné (Obr. 10), že v případě exprese Cas9 

i sgRNA byly kolonie A. nidulans zbarveny žlutě nebo obsahovaly žluté sektory. Pro 

zajímavost bylo 12 zeleně zbarvených kolonií A. nidulans získaných po transformaci 

inokulováno na nové médium, v případě všech kolonií došlo po čase k vytvoření 

žlutých sektorů, což naznačuje, že tato RNA řízená mutageneze je závislá na čase 

(Novig et al., 2015).  
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Obr. 10 Mutace yA genu A. nidulans pomocí CRISPR/Cas. A - A. nidulans transformovaný 

plasmidem pFC331 kódujícím Cas9, bez sgRNA, B - A. nidulans transformovaný plasmidem 

pFC334 kódujícím Cas9 a sgRNA zacilující yA gen, C - Kultivace zelených kolonií A. nidulans 

na pevném médiu z panelu B (Novig et al., 2015, upraveno). 

 

Liu et al. (2015) se se zaměřili na využití CRISPR/Cas systému u modelového 

organismu T. reesei. Vzhledem k tomu, že u T. reesei nebyl doposud identifikován 

RNAP III promotor, připravili Liu et al. (2015) mutanta T. reesei exprimujícího pouze 

Cas9. Následně byla připravena kazeta obsahující sgRNA zacilující lae1 gen kódující 

předpokládanou methyltransferasu pod T7 promotorem. Kazeta byla ligována 

do pMD-18T plasmidu a použita jako templát pro následnou in vitro transkripci. 

Protoplasty T. reesei byly ko-transformovány RNA fragmenty získanými in vitro 

transkripcí a donorovou DNA (deleční konstrukt obsahující 5´ OS, selekční marker 

ura5 a 3´ OS genu lae1). Tento gen kóduje orotátfosforibosyltransferasu, která 

katalyzuje syntézu pyrimidinových ribonukleotidů (Bai et al., 1999). Pomocí PCR byla 

u všech 14 získaných transformantů potvrzena delece genu lae1. 

Tito vědci se také zaměřili na frekvenci HR v závislosti na délce 5´ OS a 3´ OS lae1. 

Z výsledků vyplynulo, že nejvyšší frekvence HR byla při použití oblastí o délce 

≥ 600 bp (100 %), nicméně i při použití oblastí o délce pouhých 200 bp, dosahovala 

úspěšnost transformace 93 %. 

Pomocí výše popsaného CRISPR/Cas9 systému se podařilo skupině Liu et  al. (2015) 

v T. reesei simultánně deletovat 2 geny - lae1 a vib1 (kódující předpokládané spojení 

mezi glukosovou signalizační dráhou a represí katabolitu uhlíku) (16% úspěšnost) a 

dokonce i tři geny - lae1, vib1 a clr2 (transkripční faktor zapojený do regulace exprese 

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

I přes to, že oba systémy, TALEN i CRISPR/Cas, vykazují vysokou cílovou specifitu, 

dochází v případě CRISPR/Cas ke zvýšené přítomnosti tzv. off-target efektů. Tyto 

efekty jsou způsobeny tím, že se sgRNA váže na DNA s tolerancí až 5 párů bazí, které 

nejsou komplementární, čímž dochází ke vnesení mutací nejen do cílové DNA, ale 

napříč celým genomem (Cho et al., 2014). Z analýzy sekvenování genomu dvou 

transformantů U. maydis odhalili Schuster et al. (2015) až 4 krát vyšší počet těchto 

mutací než bylo pozorováno u lidských buněk (Kim et al., 2015). Toto zvýšené 

množství vnesených mutací však bylo s největší pravděpodobností způsobeno použitím 

lyzačního enzymu v průběhu transformace, neboť žádná z 84 a 60 nalezených mutací 

nebyla poblíž PAM sekvence. Tyto efekty mohou být do značné míry eliminovány 

použitím proteinu Cas9, který vykazuje pouze štěpící aktivitu (Cas9D10A) a dvou 

sgRNA (Mali et al., 2013) nebo použitím kratší sgRNA o velikosti do 17 bp (Fu et  al., 

2014). Na rozdíl od CRISPR/Cas se v případě použití TALE nukleas vyskytují tyto 

efekty poměrně zřídka (Hockemeyer et al., 2011; Guilinger et al., 2014), u iPS buněčné 

linie (indukované pluripotentní kmenové buňky) dokonce nebyly pozovány vůbec a to 

ani v místech homologních s cílovou DNA (Park et al., 2014).  

Výhodou TALEN je také možnost zacílení tohoto systému na jakoukoliv oblast 

DNA, zatímco v případě CRISPR/Cas musí za cílovou sekvencí následovat PAM 

sekvence. Na druhou stranu musí v případě TALE nukleas dojít k integraci levého 

i pravého TALEN (Gaj et al., 2013). 

Nevýhodou TALE nukleas je citlivost na methylaci cytosinu zejména v místech CpG 

dinukleotidů (mechanismus využívaný při DNA umlčování). Ačkoliv se tato methylace 

často vyskytuje v oblasti promotoru, může se také objevit v kódující oblasti DNA, což 

vede ke snížené aktivitě TALE nukleas (Herman et al., 1994; Valton et al., 2012). Další 

nespornou výhodou CRISPR/Cas systému je jednoduchost při návrhu a konstrukci, 

čímž se snižuje finanční náročnost.  

Po přihlédnutí ke všem výhodám a nevýhodám je CRISPR/Cas systém zvažován 

i pro mutagnezi C. purpurea (Vrabka J., osobní komunikace). 
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2.3 Příprava konstruktů pomocí kvasinkového rekombinačního 

klonování 

Konstrukty pro deleci a nadexpresi vybraných genů pro transformaci C. purpurea jsou 

nejčastěji připravovány pomocí kvasinkového rekombinačního klonování (Hinsch et al., 

2015; Neubauer et al., 2016). Toto klonování, které na rozdíl od klasického klonování 

nevyžaduje ligace DNA, je založeno na homologní rekombinaci v S. cerevisiae 

(Orr-Weaver et al., 1981; Vo et al., 1997). 

Tato metoda je snadná, časově nenáročná, cenově dostupná a navíc nabízí možnost 

klonování více DNA fragmentů do cílového vektoru v jednom kroku (Iizasa a Nagano, 

2006; Kuijpers et al., 2013). V případě konstruktů pro deleci genů C. purpurea jsou 

do cílového vektoru klonovány 5´ OS, rezistenční kazeta obsahující gen rezistence 

na phleomycin nebo hygromycin pod konstitutivním promotorem Gpd nebo TrpC, 

a 3´ OS (Obr. 11). Tyto DNA fragmenty jsou amplifikovány metodou PCR 

z příslušných DNA templátů či gDNA (Schürmann et al., 2013). Geny rezistence jsou 

transkribovány v opačném směru než cílový gen (Staben et al., 1989). 

DNA amplikony jsou společně s linearizovaným vektorem ko-transformovány 

do S. cerevisiae (Winston et al., 1995). Aby bylo zabráněno recirkularizaci 

linearizovaného plasmidu, používají se na restrikci vektoru dva rozdílné restrikční 

enzymy nebo při použití jednoho enzymu je vektor dále ošetřen alkalickou fosfatasou. 

Tento enzym patřící do skupin hydrolas odstraňuje fosfátovou skupinu na 5´ nebo 

3´ uhlíku deoxyribosy, což zabraňuje následnému spojení 5´ konce jedné molekuly 

s 3´ koncem druhé molekuly (Seeburg et al., 1977; Pereira et al., 1995). Nejspíše díky 

vysoké schopnosti S. cerevisiae opravovat poškozenou DNA včetně odstraněné 

fosfátové skupiny však tento způsob ošetření linearizovaného vektoru není tak účinný 

jako v případě in vitro ligace. Z tohoto důvodu byla vyvinuta metoda založená 

na ošetření linearizovaného vektoru dATP a Taq DNA polymerasou, která tento 

nukleotid přidá na 3´ konec DNA (Hu, 1993; Bessa et al., 2012). 

Limitací tohoto klonování je použití prodloužených primerů obvykle o délce 

nejméně 50 bp, z toho 20-30 bp musí obsahovat sekvenci homologní na sekvenci DNA, 

do které je DNA amplikon klonován. Bylo dokázáno, že čím delší je tato homologní 

sekvence, tím se zvyšuje účinnost transformace S. cerevisiae. Při použití sekvence 20 bp 

byla účinnost transformace do 20%, při použití delší sekvence (80 bp, 250 bp, 500 bp) 

byla tato účinnost vyšší než 80% (Matsuo et al., 2010).  
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Obr. 11 Strategie tvorby delečních konstruktů pomocí kvasinkového rekombinačního klonování 

(Hinsch a Tudzynski, 2015, upraveno). 
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Dalším omezením této metody je nutnost použití vektoru obsahujícího počátek 

replikace pro S. cerevisiae a selekční marker, například ura3 (Christianson et al., 1992; 

Schumacher, 2012). Následná selekce buněk S. cerevisiae je poté založena na tom, 

že použitý uracil-auxotrofní kmen S. cerevisiae není schopen syntetizovat uracil, avšak 

vektor použitý na transformaci obsahuje ura3 gen kódující orotidin-5-fosfát 

dekarboxylasu, která katalyzuje syntézu pyrimidinových ribonukleotidů (Sakai et al., 

1991).  

Přítomnost DNA insertů v plasmidu může být ověřena pomocí metody colony PCR 

nebo restrikcí plasmidové DNA (Singh a Weijl, 2002). Výsledný konstrukt je pak 

z plasmidové DNA S. cerevisiae amplifikován metodou PCR (Colot et al., 2006).  

Jinou možností při transformaci S. cerevisiae je použití shuttle vektoru, který kromě 

počátku replikace pro S. cerevisiae obsahuje také počátek replikace pro E. coli. 

Plasmidová DNA izolovaná z S. cerevisiae je pak transformována do buněk E. coli, 

ve kterých je plasmid pomnožen (Sikorski a Hieter, 1989).  

Výsledný konstrukt je z plasmidové DNA izolované z E. coli amplifikován metodou 

PCR nebo je z plasmidu pomocí restrikčních enzymů vyštěpen. V případě použití 

restrikčních enzymů jsou v primerech pro amplifikaci 5´ OS a 3´ OS zanesena unikátní 

restrikční místa, tak aby pomocí jednoho nebo dvou enzymů došlo k vyštěpení 

konstruktu obsahujícího 5´ OS, rezistenční kazetu a 3´ OS (Mey et al., 2002a). 

Na transformace C. purpurea může být též použita nelinearizovaná či jen linearizovaná 

plasmidová DNA (Scheffer et al., 2005b; Herrmann et al., 2014). 

Z důvodu absence metodiky pro rychlou přípravu konstruktů k transformaci 

C. purpurea byly postupy, optimalizace a výsledky v této diplomové práci využity 

k zavedení této metodiky na Oddělení Molekulární biologie, CRH.  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

3.1 Materiál  

 

3.1.1 Biologický materiál 

Claviceps purpurea Gal404 (TEVA Czech Industries, Česká republika) 

Claviceps purpurea 20.1 (Schardl et al., 2013) 

Elektrokompetentní buňky Escherichia coli TOP 10 (NEB, Velká Británie) 

Saccharomyces cerevisiae FGSC 9721 (Winston et al., 1995) 

Žito (Secale cereale) kultivar Lo37-PxLo55-N (KWS Lochow GmbH) se samčí 

sterilitou 

 

3.1.2 Vektory  

- pDRIVE (Qiagen, Německo) 

- pRS426 (Christianson et al. 1992) 

- pNAB-OCT, pNDH-OCT, pNDB-OGG, pNDH-OGG, pRS426_Pgpd-cpble 

(Schumacher, 2012) 

- pDRIVE::CpTF1, pDRIVE::CpTF2 (Biová, 2016) 

- pDRIVE::5´ OS lpsA2, pDRIVE::3´ OS lpsA2 

 

3.1.3 Chemikálie 

Na restrikce byly použity následující restrikční endonukleasy (NEB, Velká Británie): 

- BamHI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- EcoRI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- EcoRV-HF - 20 000  U.ml
-1

 

- HindIII - 20 000 U.ml
-1

 

- NheI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- NcoI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- NotI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- PstI - 20 000 U.ml
-1

  

- PvuI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- SalI-HF - 10 000 U.ml
-1
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- SbfI - 10 000 U.ml
-1

 

- SnaBI - 5 000  U.ml
-1

 

- SpeI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- SphI-HF - 20 000 U.ml
-1

 

- XbaI - 20 000 U.ml
-1

 

- XhoI - 20 000 U.ml
-1

 

a pufry pro restrikční endonukleasy (NEB, Velká Británie): 

- 10x Cut Smart pufr  

- 10x NEB 2.1 pufr  

Další použité enzymy a pufry: 

- Fast AP termosenzitivní alkalická fosfatasa (1000 U.ml
-1

) a 10x Fast AP pufr 

pro termosenzitivní alkalickou fosfatasu (Thermo Scientific, USA) 

- GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U.ml
-1

)
 

a 5x Gotaq Flexi pufr 

(Promega, USA) 

- Lyzační enzym Trichoderma harzianum (Sigma, USA) 

- Phusion High-Fidelity DNA polymerasa (2000 U.ml
-1

)
 
a 5x Phusion GC pufr 

(NEB, Velká Británie) 

- RevertAid H Minus transkriptasa (200000 U.ml
-1

) a 5x Reakční pufr pro 

reverzní transkriptasu (Thermo Scientific, USA) 

- RNAsa A (10 mg.ml
-1

) (Fermentas, Kanada) 

- TurboDNasa (2000 U.ml
-1

)
 
a 6x Reakční pufr pro DNasu (Thermo Scientific, 

USA) 

Použitá 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) 

Protilátky použité na Western blot:  

- primární protilátka AntiGFP produkovaná v králíkovi (Abcam,Velká Británie) 

- sekundární kozí protilátka proti králičím imunoglobulinům Goat anti-Rabbit 

značená křenovou peroxidasou (Thermo Scientific, USA) 



23 
 

Další použité chemikálie: 

- 6x vzorkovací pufr (Thermo Scientific, USA), agar (HiMedia, Indie), agarosa 

(Amresco, USA), akrylamid (Sigma, USA), amidočerň (Merck, Německo), 

amoniak vodný roztok 25% (Lach:ner, Česká republika), bisakrylamid (Sigma, 

USA), bromfenolová modř (Sigma, USA), bromid ethidia (NeoLab, Německo), 

buthanol (Penta, Česká republika), BSA (Sigma, USA), dATP (Fermentas, 

Kanada), dihydrogenfosforečnan draselný (Lachema, Česká republika), 

D-glukosa monohydrát (Lach:ner, Česká republika), dNTPs (Fermentas, 

Kanada), DMSO (Duchefa, Nizozemí), DNA ze spermií lososa (10 mg.ml
-1

) 

(Sigma, USA), dusičnan stříbrný (Sigma, USA), EDTA (Penta, Česká 

republika), ethanol 96% (Lach:ner, Česká republika), formaldehyd 37% 

(Lach:ner, Česká republika), Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemí), gb SG 

PCR Master Mix (Generi biotech, Česká republika), GFP-Trap_A (ChromoTek, 

Německo), glycerol (Lach:ner, Česká republika), glycin (Lach:ner, Česká 

republika), Hoechst 33258 (Sigma, USA), hydrogenfosforečnan draselný 

(Lach:ner, Česká republika), hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát 

(Lachema, Česká republika), hydroxid draselný (Lach:ner, Česká republika), 

hydroxid sodný (Penta, Česká republika), chlorid hořečnatý 25 mmol.l
-1

 

(Promega, USA), chlorid hořečnatý 50 mmol.l
-1

 (NEB, Velká Británie), chlorid 

lithný (Sigma, USA), chlorid sodný (Lach:ner, Česká republika), chlorid 

vápenatý (Penta, Česká republika), inhibitory proteas koktejl 50x (Thermo 

Scientific, USA), IPTG (Duchefa, Nizozemí), isopropanol (Lach:ner, Česká 

republika, kvasinkové dusíkaté báze bez aminokyselin (Difco, USA), 

kvasinkový extrakt (Sigma, USA), kyselina citrónová monohydrát (Sigma, 

USA), kyselina chlorovodíková 36% (Lachema, Česká republika), kyselina 

maleinová (Roth, Německo), kyselina octová 80% (Lach:ner, Česká republika), 

kyselina sírová 98% (lach:ner, Česká republika), L-asparagin monohydrát 

(Sigma, USA), LB Broth (Sigma, USA), L-cystein (Lachema, Česká republika), 

methanol (Lach:ner, Česká republika), β-merkaptoethanol (Sigma, USA), NP-40 

(Sigma, USA), nuclease-free voda (Qiagen, Německo) octan draselný (Penta, 

Česká republika), octan lithný (Sigma, USA), octan sodný (Penta, Česká 

republika), Oligo(dT) primer (Sigma, USA), PEG 3350 (Sigma, USA), PEG 

6000 (AppliChem, Německo), pepton (Merck, Německo), persíran amonný 

(Lach:ner, Česká republika), PMSF (Thermo Scientific, USA), Protein Assay 
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roztok (BioRAD, USA), Rox - pasivní referenční barvivo (Generi biotech, 

Česká republika), sacharosa (Lach:ner, Česká republika), SDS (Penta Česká 

republika), síran hořečnatý heptahydrát (Penta, Česká republika), síran železnatý 

heptahydrát (Sigma, USA), skelná vata (Sigma, USA), sorbitol (Duchefa, 

Nizozemí), směs aminokyselin a výživových látek bez uracilu (Clontech, USA), 

Super Signal West Pico Chemiluminiscenční substrát (Thermo Scientific, USA), 

sušené mléko odtučněné (Laktino, Česká republika), TEMED (Sigma, USA), 

thiosíran sodný pentahydrát (Sigma, USA), Tris (Duchefa, Nizozemí), Triton 

X-100 (Sigma, USA), trypton (Duchefa, Nizozemí), Tween-20 (Sigma, USA), 

uhličitan sodný (Sigma, USA), x-gal (Duchefa, Nizozemí). 

 

3.1.4 Roztoky a média 

Všechny níže uvedené roztoky a média, které byly autoklávovány, byly sterilizovány 

při 120°C po dobu 20 min. 

 

3.1.4.1 Roztoky a média pro práci s C. purpurea  

0,2 mol.l
-1

 hydrogenfosforečnan sodný 

1,43 g hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát, doplněno do 20 ml destilovanou 

vodou 

0,2 mol.l
-1

 hydroxid draselný  

6,73 g hydroxid draselný, doplněno do 600 ml destilovanou vodou 

1 mol.l
-1

 chlorid vápenatý  

11,1 g chlorid vápenatý, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, autoklávováno 

0,1 mol.l
-1

 kyselina citrónová 

0,77 g kyselina citrónová monohydrát, doplněno do 40 ml destilovanou vodou 

0,2 mol.l
-1

 kyselina maleinová  

13,93 g kyselina maleinová, doplněno do 600 ml destilovanou vodou 

0,2 mol.l
-1

 malát draselný  

k 600 ml 0,2 mol.l
-1

 hydroxidu draselného bylo přilito takové množství 0,2 mol.l
1 

kyseliny maleinové, aby pH = 5,2 

4 mol.l
-1

 octan draselný  

49,05 g octan draselný, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, autoklávováno 
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1 mol.l
-1

  Tris-HCl  

12,11 g Tris, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 7,5, autoklávováno 

BII agar pro selekci  

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrát, 1g hydrogenfosforečnan 

draselný, 0,5 g síran hořečnatý heptahydrát, doplněno do 1 l destilovanou vodou, 

pH = 8, autoklávováno 

Gamborg B5 médium  

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

destilovanou vodou 

Hoechstovo barvivo  

Zásobní roztok: 5 mg Hoechst 33258 v 10 ml McIlvainova pufru 

pracovní koncentrace: 50  µg.ml
-1 

Kultivační BII agar  

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrát, 1g dihydrogenfosforečnan 

draselný, 0,5 g síran hořečnatý heptahydrát, 0,01 g síran železnatý heptahydrát, 12 g 

agar, doplněno do 1 l destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 

Kultivační BII médium  

100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrát, 1g dihydrogenfosforečnan 

draselný, 0,5 g síran hořečnatý heptahydrát, 0,01 g síran železnatý heptahydrát, 

doplněno do 1 l destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 

Lyzační pufr  

4,84 g Tris, 2,92 g chlorid sodný, 1,86 g EDTA, 1 g SDS, doplnéno do 200 ml 

destilovanou vodou, pH = 8,5, autoklávováno 

Mantle agar  

100 g sacharosa, 10 g L-asparagin, 1 g dusičnan vápenatý tetrahydrát, 0,25 g 

dihydrogenfosforečnan draselný, 0,25 g síran hořečnatý heptahydrát, 0,125 g chlorid 

draselný, 0,033 g síran železnatý heptahydrát, 0,27 g síran železnatý heptahydrát, 0,01 g 

L-cystein, 0,1 g kvasinkový extrakt, 20 g agar, doplněno do 1 l destilovanou vodou, 

pH = 5,2, autoklávováno 

McIlvainův pufr  

17,39 ml 0,2 mol.l
-1

 hydrogenfosforečnan sodný dodekahydrát, 2,61 ml 0,1 mol.l
-1

 

kyselina citrónová 

 

 



26 
 

PEG roztok 

7,5 g PEG 6000, 1,5 ml 1 mol.l
-1

 chlorid vápenatý, 3 ml 1 mol.l
-1

 Tris, doplněno 

do 30 ml destilovanou vodou, sterilizováno přes filtr s velikostí pórů 0,22 µm 

Protoplastizační roztok  

100 mg lyzační enzym z Trichoderma harzianum rozpuštěno ve 20 ml SmaC pufru, 

sterilizováno přes filtr s velikostí pórů 0,22 µm 

SmaC pufr  

123,88 g sorbitol, 5,88 chlorid vápenatý, doplněno do 800 ml 0,2 mol.l
-1

 malátem 

draselným, autoklávováno 

STC pufr  

154,84 g sorbitol, 1,22 g Tris, 7,36 g chlorid vápenatý, doplněno do 1 l destilovanou 

vodou, pH = 7,5, autoklávováno 

Transformační BII agar   

200 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrát, 1g hydrogenfosforečnan 

draselný, 0,5 g síran hořečnatý heptahydrát, doplněno do 1 l destilovanou vodou, 

pH = 8, autoklávováno 

 

3.1.4.2 Roztoky a média pro práci s E. coli 

0,1 mol.l
-1

 IPTG  

23,8 mg IPTG rozpuštěno v 1ml DMSO 

3 mol.l
-1

 octan sodný  

24,6 g Octan sodný, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 5,2, autoklávováno 

0,1 mol.l
-1

 x-gal  

20 mg x-gal rozpuštěno v 1 ml nuclease-free vody, sterilizováno přes filtr s velikostí 

pórů 0,22 µm 

LB agar  

9,5 g chlorid sodný, 15,5 g LB Broth, 15 g agar, doplněno do 1 l destilovanou vodou, 

pH = 7,2, autoklávováno 

LB médium  

9,5 g chlorid sodný, 15,5 g LB Broth, doplněno do  1 l destilovanou vodou, pH = 7,2, 

autoklávováno 
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Roztok P1  

0,6 g Tris, 0,3 g EDTA, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, RNAsa A o finální 

koncentraci 100 µg.ml
-1

, pH = 8, autoklávováno 

Roztok P2  

0,8 g hydroxid sodný, 0,1 g SDS, doplněno do 100 ml destilovanou vodou 

autoklávováno 

Roztok P3     

29,4 g octan draselný, dopněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 5,5, autoklávováno 

SOC médium  

20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g chloridu sodného bylo rozpuštěno 

v 950 ml destilované vody. Poté bylo do roztoku přidáno 10 ml 250 mmol.l
-1

 chloridu 

draselného, pH = 7. Objem byl doplněn destilovanou vodou do 1 l. Po autoklávování 

bylo do roztoku přidáno 20 ml 1 mol.l
-1

 D-glukosy a 5 ml 2 mol.l
-1

 chloridu 

hořečnatého. 

 

3.1.4.3 Roztoky a média pro práci s S. cerevisiae 

1 mol.l
-1

 octan lithný  

10,2 g octan lithný, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, autoklávováno 

PEG roztok  

25 g PEG 3350 rozpuštěno v 50 ml destilované vody, autoklávováno 

SD-Ura agar  

20 g D-glukosa monohydrát, 6,7 g kvasinkové dusíkaté báze bez aminokyselin, 0,77 g 

směs aminokyselin a výživových látek bez uracilu (Clontech, USA), 16 g agar, 

doplněno do 1 l destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 

SD-Ura médium  

20 g D-glukosa monohydrát, 6,7 g kvasinkové dusíkaté báze bez aminokyselin, 0,77 g 

směs aminokyselin a výživových látek bez uracilu (Clontech, USA), doplněno do 1 l 

destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 

YPD agar  

10 g kvasinkový extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrát, 17,5 g agar, 

doplněno do 1 l destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 
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YPD médium  

10 g kvasinkový extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrát, doplněno do 1 l 

destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklávováno 

 

3.1.4.4 Roztoky pro SDS-PAGE  

30% (w/v) akrylamid + 0,8% (w/v) bisakrylamid  

7,5 g akrylamidu rozpuštěno v 17 ml sterilní vody, poté přidáno 0,2 g bisakrylamidu, 

objem doplněn sterilní vodou na 25 ml 

10x Elektrodový pufr   

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

4x SDS vzorkovací pufr  

4 ml glycerol, 3,2 ml 0,75 mmo.l
-1

 Tris (pH = 6,8), 2,3 ml sterilní vody, 0,8 g SDS, 

10 mg bromfenolové modři, 0,5 ml β-merkaptoethanolu 

činidlo Bradfordové 

BioRAd Protein Assay roztok a sterilní voda v poměru 1:4 

Extrakční pufr 

0,24 g Tris, 0,88 g NaCl, 50 µl Triton X-100, doplněno do 100 ml vodou pH = 8 

Pufr pro zaostřovací gel  

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

Pufr pro separační gel   

27,25 g Tris, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 9,2 

Separační gel (5%)  

1,25 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro separační gel, 4,88 ml 

sterilní voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persíran amonný 

(100 mg/ml) 

Separační gel (10%) 

2,5 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25 ml Pufr pro separační gel, 3,63 ml 

sterilní voda, 0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persíran amonný 

(100 mg/ml) 

Zaostřovací gel (4%)  

1 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid, 1,25  ml Pufr pro zaostřovací gel, 5,13 ml 

sterilní voda,  0,075 ml 10% (w/v) SDS, 0,0075 ml TEMED, 0,075 ml persíran amonný 

(100 mg/ml) 
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3.1.4.5 Roztoky pro Western blot  

10x Přenosový pufr  

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

Blokovací pufr  

5 g sušené odtučněné mléko, 2 g BSA, rozpuštěno ve 100 ml TBS-T pufru 

TBS pufr  

2,42 g Tris, 29,22 g chlorid sodný, doplněno do 1 l destilovanou vodou, pH = 7,5 

TBS-T pufr  

2,42 g Tris, 29,22 g chlorid sodný, 0,5 ml Tween-20, doplněno do 1 l destilovanou 

vodou, pH = 7,5 

Roztok amidočerně  

0,1 g amidočerň, 10 ml 80% kyselina octová, 4 ml methanol, doplněno do 100 ml 

destilovanou vodou 

 

3.1.4.6 Roztoky pro imunoprecipitaci GFP-fúzních proteinů pomocí   

GFP Trap_A 

1 mol.l
-1

 Tris 

12,11 g Tris, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 10,3 

Eluční pufr 

1,5 g glycin, doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 2,5 

Lyzační pufr 

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodný, 0,015 g EDTA, 500 µl NP-40, doplněno do 100 ml 

destilovanou vodou, pH = 7,5 

Promývací pufr 

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodný, 0,015 g EDTA, doplněno do 100 ml destilovanou 

vodou, pH = 7,5 

Promývací pufr s vyšší koncentrací Chloridu sodného 

0,12 g Tris, 2,92 g chlorid sodný, 0,015 g EDTA, doplněno do 100 ml destilovanou 

vodou, pH = 7,5 

Ředící pufr 

0,12 g Tris, 0,88 g chlorid sodný, 0,015 g EDTA, doplněno do 100 ml destilovanou 

vodou, pH = 7,5 
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3.1.4.8 Roztoky pro barvení polyakrylamidových gelů stříbrem 

Roztok 1 

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

Roztok 2 

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

Roztok thiosíranu sodného 

0,02 g thiosíran sodný pentahydrát, doplněno do 100 ml destilovanou vodou 

Roztok 3 

0,2 g dusičnan stříbrný, 75 µl 37% formaldehyd, doplněno do 100 ml destilovanou 

vodou 

Vyvíjecí roztok 

6 g uhličitan sodný, 50 µl 37% formaldehyd, 2 ml Roztoku thiosíranu sodného, 

doplněno do 100 ml destilovanou vodou 

Zastavovací roztok 

5% (v/v) kyselina octová 

 

3.1.4.9 Roztoky pro horizontální agarosovou elektroforézu 

2% (w/v) agarosový gel   

2 g agarosy rozpuštěn ve 100 ml TAE pufru 

1% (w/v) agarosový gel   

1 g agarosy rozpuštěn ve 100 ml TAE pufru 

0,7% (w/v) agarosový gel   

0,7 g agarosy rozpuštěno ve 100 ml TAE pufru 

TAE pufr     

40 mmol.l
-1

 Tris, 1 mmol.l
-1

 EDTA, pH = 8  

 

3.1.5 Použité kity  

NucleoBond Xtra MidiPrep kit (Macherey Nagel, Německo) 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Macherey Nagel, Německo) 

RNAqueous Total RNA Isolation Kit (Ambion, USA) 

Qiagen PCR cloning kit (Qiagen, Německo) 

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

AlphaDigiDoc RT Gel Documentační systém (Alpha Innotech, USA) 

BioEdit (Hall, 1999) 

DataAssist (Applied Biosystems, USA) 

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

GenScript (http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/sequencing_primer_design) 

ChemiDoc MP dokumentační systém (BIO-RAD, USA) 

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

Zeiss ZEN Blue software (ZEISS, Německo) 

 

3.1.7 Laboratorní pomůcky 

96 jamkové destičky MicroAmp Fast Optical (Applied Biosystems), Bürkerova 

komůrka (Marienfeld, Německo), filtr s velikostí pórů 0,22 µm, skleněné kuličky 

425-600 µm (Sigma, USA), nytexová membrána (Fluka, Německo), Miracloth 

membrána (Calbiochem, Česká republika), plastová fólie MicroAmp Optical Adhesive 

Film (Applied Biosystems), Immobilon-P PVDF membrána 0,45 µm (Merck, 

Německo) a další pomůcky Oddělení Molekulární biologie, CRH. 

 

3.1.8 Přístroje 

Autokláv HST 5-6-8 (Zirbus, Německo), centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, 

Dánsko), centrifuga ROTANTA 460R (Hettlich, Německo), elektroforetická komůrka 

pro horizontální elektroforézu (Biometra, Německo), elektroporátor ECM 399 (BTX, 

USA), epifluorescenční mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Německo), flowbox (Merci, 

Česká republika), inkubátor (28°C) (Memmert, Německo), inkubátor (37°C) (Medline 

Scientific limited, Německo), lyofilizátor SeduVac (LaboGene, Dánsko), NanoDrop 

NAS 99 (ACT gene, USA), PC s dokumentačním systémem Alpha DigiDoc, Pikofuga 

(Biosan, Litva), StepOne - termocycler pro qPCR (Applied Biosystems), 

stereomikroskop (ZEISS, Německo), světelný mikroskop Helago (Helago, Česká 

republika), systém Mini-PROTEAN 3 Cell (BIO-RAD, USA), termoblok (BIOER, 

Čína), termocycler T-gradient (Biometra, Německo), třepačka Orbit 1000 (Labnet, 

USA), UV/VIS spektrofotometr (Agilent, USA), vodní lázeň (Labicom, Česká 

republika), vortex (Labnet, USA), zdroj napětí pro elektroforézu (Biometra, Německo). 

 

http://bioinfo.ut.ee/primer3/
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3.2 Primery 

Pro návrh primerů byly použity programy BioEdit, Primer3 a GenScript. 

Pro vyhledávání nukleotidové sekvence genů a okrajových sekvencí (OS) genů 

C. purpurea byla použita ENA databáze. 

Lyofilizované primery (Sigma-Aldrich, USA) byly dle návodu rozpuštěny v předem 

stanoveném množství nuclease-free vody na koncentraci 100 µmol.l
-1

. Primery pro 

kvasinkové rekombinační klonování o délce 45 - 49 bp byly přečištěny pomocí HPLC. 

 

3.2.1 Návrh primerů pro kvasinkové rekombinační klonování 

 

3.2.1.1 Primery pro tvorbu konstruktů pro deleci vybraných genů 

C. purpurea 

V rámci této práce byly navrženy primery pro přípravu konstruktů pro deleci genů 

CPUR_00903 (anotovaný jako linoleátdiolsynthasa), CPUR_01124 (anotovaný jako 

transkripční faktor zapojený do regulace biosyntézy námelových alkaloidů), 

CPUR_04032 (anotovaný jako ∆
12

-desaturasa mastných kyselin), CPUR_04073 

(kódující neribosomální lysergylpepttidovou synthetasu LPS4) a CPUR_05433 

(kódující transkripční faktor zapojený do regulace biosyntézy ergochromů) C. purpurea, 

dále jen označovány CpLDS1, CpTF1, CpFAH, lpsA2 a CpTF2, ve stejném pořadí. 

Primery pro amplifikaci 5´ OS a 3´ OS deletovaných genů byly navrženy tak, aby 

velikost DNA amplikonů byla v rozmezí 600-1000 bp. Schéma nasednutí navržených 

primerů je na Obr. 12. Každý forward primer pro amplifikaci 5´ OS obsahuje sekvenci, 

která koresponduje s vektorem pRS426 (modrá), reverse primer pak obsahuje sekvenci, 

která koresponduje s terminátorovou sekvencí Phleomycinové rezistenční kazety 

(červená). Forward primer pro amplifikaci 3´ OS oblasti obsahuje sekvenci, která 

koresponduje s promotorovou sekvencí Phleomycinové rezistenční kazety (červená) 

a reverse primer obsahuje sekvenci, která koresponduje se sekvencí vektoru pRS426 

(modrá).  

Do každého forward primeru pro 5´ OS a reverse primeru pro 3´ OS byla zanesena 

restrikční místa (zelená, žlutá), která byla umístěna tak, aby z výsledného pRS426 

plasmidu s DNA inserty (5´ OS, Phleomycinová rezistenční kazeta a 3´ OS) mohla být 

pomocí jedné restrikční endonukleasy vyštěpena DNA obsahující pouze 5´ OS, 

Phleomycinovou rezistenční kazetu a 3´ OS.  
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Obr. 12 Schéma návrhu primerů pro amplifikaci 3´ OS a 5´ OS cílového genu C. purpurea. 
 

Seznam primerů použitých na amplifikaci 3´ OS a 5´ OS cílových genů: 
 

3F CPUR 00903 

5´ - CTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTCGTTTATACCTACTCTGTGCGA -3´ 

3R CPUR 00903 

5´ - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCCCGTGGCAGGTAGATGACTT -3´ 

5F CPUR 00903 

5´ - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGATCCCCATCTCGTGATTGCCTTCC -3´ 

5R CPUR 00903 

5´ - CCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACACTTGCTCTTCTCGGGAACA   -3´ 

3F CPUR 01124  

5´ - CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACCATCCCGTGCTACTTTTGGT -3´ 

3R CPUR 01124 

5´ - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCCAGTTGGTCGAGATCGAGGT -3´ 

5F CPUR 01124  

5´ - GGGTTTTCCCAGTCAGACGGGATCCCGACGCGATGCCTGAGAAGCGGAG -3´ 

5R CPUR 01124 

5´ - ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACACTCTGCAGGCAGTCCAAAA -3´ 

3F CPUR 04032 

5´ - CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTTTGTTCGTGGAGGTGCTTG -3´ 

3R CPUR 04032 

5´ - AACAATTTCACACAGGAAACAGCGAATTCTCCTGGTGAATATGGGTGCA -3´ 

5F CPUR 04032 

5´ - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGAATTCTCTTTGTTGTGCTCCGAGGT -3´ 

5R CPUR 04032 

5´ - CCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGCAGAGTAATTCGTTGCCCT   -3´ 

3F CPUR 04073 

5´ - CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTGTGGTCAACGCCGAGAGTA -3´ 

3R CPUR 04073 

5´ - ACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCTGGAGAGTCTGGGCATCTAAC -3´ 

5F CPUR 04073 

5´ - CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGATCCCTGGACGGGCAATCAATCAG -3´ 

5R CPUR 04073 

5´ - CCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACCAGCAGAGCCGGACGATATA   -3´ 

3F CPUR 05433 

5´ - CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTCCAGTGTCCCTGAGTCGT  -3´ 

3R CPUR 05433  

5´ - ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCGAATTCACAGTGTAACCCGAGGAA -3´ 

5F CPUR 05433 

5´ - GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCGAATTCGGCCATTCGAGAGGTTATTC -3´ 

5R CPUR 05433 

5´ - ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGGTAAGAGAGGGTCCACGAG -3´ 
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3.2.1.2 Primery pro tvorbu konstruktů pro konstitutivní expresi 

vybraných genů C. purpurea 

V průběhu této práce byly také navrženy primery pro přípravu konstruktů pro 

konstitutivní expresi genů CPUR_00903, CPUR_01124, CPUR_04032, CPUR_04074 

(kódující neribosomální lysergylpeptidovou synthetasu LPS1, dále jen lpsA1), 

CPUR_04076 (kódující dimethylallytryptophansynthasu DMATS, dále jen dmaW), 

CPUR_04612 (anotovaný jako flavinmonooxygenasa, dále jen CpYUCCA) 

a CPUR_04616 (anotovaný jako IAM hydrolasa, dále jen CpIaaH) C. purpurea. 

Vybrané konstrukty byly připraveny tak, aby jejich čtecí rámce zahrnovaly 

fluorescenční proteiny mCherry nebo GFP (kodon optimalizované GFP na Botrytis 

cinerea).  

Pokud byla fluorescenční značka umístěna na C-konec zájmového proteinu, byly 

primery pro kvasinkové rekombinační klonování navrženy tak, že každý forward primer 

obsahuje sekvenci korespondující se sekvencí promotoru OliC (modrá), reverse primery 

obsahují sekvenci korespondující se sekvencí mCherry (červená) nebo GFP 

(zelená), reverse primery pro tvorbu konstruktů bez fluorescenční značky obsahují 

sekvenci korespondující se sekvencí terminátoru Tub (růžová) či Gluc (šedá).  

Pokud byla fluorescenční značka umístěna na N-konec zájmového proteinu, byly 

primery pro kvasinkové rekombinační klonování navrženy tak, že forward primer 

obsahuje sekvenci korespondující se sekvencí GFP (žlutá), reverse primer obsahuje 

sekvenci korespondující se sekvencí terminátoru Gluc (šedá).  
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Seznam primerů použitých na přípravu konstruktů pro konstitutivní expresi vybraných 

genů: 

 
CPUR 00903 OE_mC_fw 

5´- CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCTAGCGGAGAGATGATTGGTG -3´ 

CPUR 00903 OE_mC_rev 

5´- CTTACCTCGCCCTTGCTTACCATATCCTCCCACGTAATCTTCATACTCG -3´ 

CPUR 00903 OE_Ttub_rev 

5´- GTAGGAATGACATCAGATATTCAATCCTCCCACGTAATCTTCATAC    -3´ 

CPUR 01124 OE_mC_fw 

5´- CTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCTCCGGCGGAAGATG    -3´ 

CPUR 01124 OE_mC_rev 

5´- GATTACTTACCTCGCCCTTGCTTACCATGTCAATGTGCTCCTTTTTCAG -3´ 

CPUR 04032 OE_mC_fw 

5´- CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCAGAAAACGCAGTTCTGCGGC -3´ 

CPUR 04032 OE_mC_rev 

5´- CTTACCTCGCCCTTGCTTACCATCTGAGTCTTCATTGAAATGGGCTTCG -3´ 

CPUR 04032 OE_Ttub_rev 

5´- CAAAGTAGGAATGACATCAGATATCTACTGAGTCTTCATTGAAATGGGC -3´ 

lpsA1 A OE 1 fw PoliC 

5´- CATCACATCACAATCGATCCAACCATGTCTATTCCAATTCCGGAGAAAC -3´ 

lpsA1 D OE 8 rev GFP 

5´- CTTACCTCACCCTTGGAAACCATCCGTGCCTTGCCCGTCGCATCATCTC -3´ 

lpsA1 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´- CTTACCTCGCCCTTGCTTACCATATTCTCTTCATACTTGTATAAGCCC  -3´ 

CPUR 04612 OE_Ttub_rev 

5´- GTAGGAATGACATCAGATATTCAATTCTCTTCATACTTGTATAAGCCC  -3´ 

CPUR 04616 OE_mC_fw 

5´- CCATCACATCACAATCGATCCCAACCATGGGCTCACTCCCTGTTCTAC  -3´ 

CPUR 04616 OE_mC_rev 

5´- GATTACTTACCTCGCCCTTGCTACCATAAGCTTGGGTGGAGGTAAAGG  -3´ 

CPUR 04616 OE_GFP_rev 

5´- CTTACCTCACCCTTGGAAACCATAAGCTTGGGTGGAGGTAAAGGACCC  -3´ 

CPUR 05433 OE_mC_fw 

5´- CCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGACCATTCCATTGGCGGC    -3´ 

CPUR 05433 OE_mC_rev 

5´- CCTCGCCCTTGCTTACCATCAATCTTCGCAGCATGTTAATTATATTTG  -3´ 
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3.2.2 Další použité primery 

 
Název primeru    Nukleotidová sekvence primeru od 5´ konce 

Cp ACTIN_SYBR_fw   5´- GCTCTTCCTCACGCCATT -3´ 

Cp ACTIN_SYBR_rev   5´- TTCACGCTCGGCAGTAGT -3´ 

CpBle1_fw 5´- CGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGCGATCGAGACCTAATACAGC-3´ 

CpBle1_rev5´- GTTGGAGATTTCAGTAACGGTAAGTGGGCATTGCAGATGAGCTGTAT-3´ 

CpBle sek1 fw   5´- GACCTTGTCAACCCCGCCGACAC -3´ 

CpBle sek2 rev  5´- GGAACACAAGCTGGCAGTCGACC -3´ 

Cp GPD_1_SYBR_fw  5´- TGTCTTCACCACCACCGA -3´ 

Cp GPD_1_SYBR_rev  5´- GCCGTCATAGGTCTTCTCGT -3´ 

CPUR_00903 sek 1 fw  5´- CTGATCCCGAGGCAATCTAC -3´ 

CPUR_00903 sek 2 fw  5´- GAAGCTTCTGGGGGATGAC -3´ 

CPUR_00903 sek 3 fw  5´- GAACCACAGCATCTTGACG -3´ 

CpYUCCA sek1_fw   5´- GCTCGGAACTATGAGGATGG -3´  

dia_CpAUX_mC_rev 5´- GGAATGTCCACGAGGGTGTTT -3´ 

hph_fw    5´- CCTCCACTAGCTCCAGCCAAGCCC -3´ 

lpsA1_20.1_SYBR_fw  5´- GACGAGAAGATGACGCACAC -3´ 

lpsA1_20.1_SYBR_rev 5´- AGCCTATCGACCATGTGCTG -3´ 

lpsA1-a_fw    5´- TGGACCTGATTTCAAAGCTCG -3´ 

lpsA1-a_rev    5´- TTGCTGTCCAAGTCGATTCG -3´ 

lpsA1-b_fw    5´- CTTCTGCAAGCCCTCTTTGC -3´ 

lpsA1-b_rev   5´- CTCAACGTCGGTAAGCTCCA -3´ 

lpsA1-c_fw    5´- CGCCTCGTTTCTAAGACTTCC -3´ 

lpsA1-c_rev   5´- GACGCGTTGGGAATAGCAAT -3´ 

lpsA1-d_fw    5´- TGCTATTCCCAACGCGTCAT -3´ 

lpsA1-d_rev   5´- TCTTCTTTGGACAGGTTGCG -3´ 

lpsA1-a_fw_sek1   5´- AAGAGAACGACCAGCTCACA -3´ 

lpsA1-a_rev_sek2   5´- AGCTTCACAACAAATGGCGT -3´ 

lpsA1-b_fw_sek3   5´- CACCACGCGCTATATGATGG -3´ 

lpsA1-b_rev_sek4   5´- GCCCAGACCGTTCATCAAAG -3´ 

lpsA1-c_fw_sek5   5´- TCTTCAGATCGAGCCACACA -3´ 

lpsA-d_fw_sek6   5´- GGAGATCCTCGTCGCAAAAC -3´ 

lpsA1-d_rev_sek 7  5´- CCCCTGCTCTACGATACGAG -3´ 

lpsA1-d_rev_sek 8  5´- ATCACACGAGCTGGTTACCA -3´ 

lpsA1-A OE sek2 fw  5´- TCTCTCCCTATCCCCGGAAA -3´ 

lpsA1-B OE sek3 fw  5´- GAAAAGCTCCTTCCTGTGCC -3´ 

lpsA1-C OE sek4 fw  5´- GTGGTTCTGCATGTGGTTTG -3´ 

lpsA1-D OE sek5 fw  5´- GACGAGAAGATGACGCACAC -3´ 

Phleo Hi3f2   5´- GTGTTCAGGATCTCGATAAGATACG -3´ 

Phleo out Hefe3   5´- GAGCTCGGTATAAGCTCTCC -3´ 

PoliC OE sek1 fw   5´- CCCGGAAACTCAGTCTCCTT -3´ 

pRS426 fw    5´- GCGTCGCGCCATTCGCCATTC -3´ 

pRS426 rev    5´- CGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGC -3´ 

SP6     5´- ATTTAGGTGACACTATAGAA -3´ 

T7 promoter   5´- TAATACGACTCACTATAGGG -3´ 

Tgluc rev    5´- GTCTTCCGCTAAAACACCCC -3´ 

TtubSR1    5´- GAGGTGTGAGCATGGAAGTGATG -3´ 
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3.3 Metody 

 

3.3.1 Kvasinkové rekombinační klonování 

Pomocí kvasinkového rekombinačního klonování byly připraveny konstrukty pro deleci 

a konstitutivní expresi vybraných genů C. purpurea. Pro přípravu delečních konstruktů 

byl použit shuttle vektor pRS426, pro přípravu konstruktů pro expresi vybraných genů 

byly použity shuttle vektory pNDH-OCT, pNDB-OGG, pNAB-OCT a pNDH-OGG, 

které se liší přítomností genu rezistence na antibiotikum (hph nebo ble) a genem 

kódujícím mCherry či GFP. Použité vektory obsahují počátek replikace pro 

S. cerevisiae a E. coli. 

 

3.3.1.1 Příprava DNA pro tvorbu konstruktů pro konstitutivní expresi 

vybraných genů C. purpurea 

 

3.3.1.1.1 Klonování do pDRIVE plasmidu 

 

3.3.1.1.1.1 PCR 

Metodou PCR pomocí Phusion High-Fidelity DNA polymerasy byly z gDNA 

C. purpurea 20.1 amplifikovány CpLDS1, CpFAH, lpsA1, dmaW, CpYUCCA, CpIaaH 

a části A, B, C a D lpsA1(Tab. 1, 2). Jako negativní kontrola byla vždy použita H2O.  

Po skončení elongace bylo vždy k PCR reakční směsi napipetováno 0,3 µl GoTaq G2 

Flexi DNA polymerasy pro vytvoření nespecifických adenosinů na koncích DNA 

amplikonů pro TA klonování, inkubace 10 min při 72°C. 

 

Tab. 1 Složení PCR směsi s použitím Phusion High-fidelity DNA polymerasy. 

 

Složka        Objem [µl] 

5x HF pufr       10 

dNTPs (10 mmol.l
-1

)      1 

Fw primer (10 mmol.l
-1

)     2,5 

Rev primer (10 mmol.l
-1

)     2,5 

Phusion High-fidelity DNA polymerasa  (2000 U.ml
-1

)  0,5 

Templát – gDNA C. purpurea (100 ng.µl
-1

)   1,5 

Nuclease-free H2O      32 

Celkový objem       50 
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Tab. 2 Nastavení podmínek PCR s použitím Phusion High-Fidelity DNA polymerasy.  

 

Krok     Teplota [°C]   Čas [s] 

1. Počáteční denaturace   98    30 

2. Denaturace    98    7 

3. Annealing    61    20 

4. Elongace    72    1 kb cca 20-30 s 

5. Konečná elongace   72    600 

 

Cyklus 2-4 byl opakován 35x 

 

3.3.1.1.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu 

Získané DNA amplikony byly analyzovány pomocí horizontální elektroforézy 

v agarosovém gelu. K 5 µl vzorku byl napipetován 1 µl 6x vzorkovacího pufru, jako 

standard byl použit 1 kb Plus DNA ladder. Fragmenty DNA do velikosti 10 kb byly 

separovány v 1% agarosovém gelu, fragmenty DNA větší než 10 kb byly separovány 

v 0,7% agarosovém gelu. Pro zviditelnění DNA bylo do 50 ml agarosového gelu 

napipetováno 10 µl 0,5% bromidu ethidia. Po nanesení vzorků a standardu na gel byla 

elektroforetická komůrka uzavřena a  připojena ke zdroji napětí. Elektroforéza probíhala 

v 1x TAE pufru při konstantním napětí 120 V. Po 40 min byl pořízen snímek gelu 

pomocí dokumentačního systému AlphaDigi a programu Allpha DigiDoc RT. 

 

3.3.1.1.1.3 Purifikace DNA amplikonů z PCR reakční směsi 

Poté, co byla v agarosovém gelu zkontrolována velikost získaných DNA amplikonů, 

byly PCR směsi přečištěny pomocí NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kitu (Macherey 

Nagel, Německo).  

K PCR směsi byl napipetován dvojnásobný objem NTI pufru. Směs byla 

napipetována na kolonku se sběrnou mikrozkumavkou, centrifugace 30 s (11000 g, RT). 

Kolonka byla 2 x promyta 700 µl NT3 pufru, centrifugace vždy 30 s (11000 g, RT). 

Poté byla kolonka přenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a naprázdno 

centrifugována 1 min (11000 g, RT). Kolonka byla přenesena do nové 1,5 ml 

mikrozkumavky a inkubována 5 min při 70°C. Následně bylo na kolonku napipetováno 

50 µl nuclease-free vody (70°C), inkubace 1 min při RT, centrifugace 1 min 

(11000 g, RT). Na Nanodropu byla změřena koncentrace získané DNA. 
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Tab. 3 Ligace DNA insertů do pDRIVE plasmidu. 

 

Složka        Množství 

DNA insert       2 µg 

2x ligační master mix      10 µl 

pDRIVE klonovací vektor (50 ng/µl)    1 µl     

Doplněno do 20 µl nuclease-free vodou 

 

3.3.1.1.1.4 Ligace do pDRIVE plasmidu 

Purifikované DNA fragmenty byly ligovány do pDRIVE plasmidu dle Tab. 3. 

Po 2 h inkubaci při RT byla ligasa inaktivována 10 min při 70°C. 

 

3.3.1.1.1.5 Transformace E. coli  

Klonovací vektor pDRIVE s DNA insertem byl transformován do elektrokompetentních 

buněk E. coli TOP10 pomocí elektroporace.  

Po 20 min inkubaci 50 µl elektrokompetentních buněk E. coli TOP10 v 1,5 ml 

mikrozkumavce na ledu, byl k buňkám napipetován 1 µl inaktivované ligační směsi, 

směs byla opatrně promíchána. Po 5 min inkubaci na ledu byla směs přepipetována 

do předem vychlazené elektroporační kyvety, která byla následně vložena 

do elektroporátoru, kde byl buňkám udělen elektrický puls 1800 V po dobu 5 ms. 

Okamžitě po udělení elektrického pulsu bylo k buňkám napipetováno 250 µl SOC 

média, směs byla přepipetována do nové 1,5 ml mikrozkumavky, inkubace 1 h při 37°C 

na třepačce (200 rpm).  

Ve flow-boxu bylo napipetováno 50 µl a 150 µl transformační směsi na LB agar 

s Ampicilinem (výsledná koncentrace v médiu 100 µg.ml
-1

), 40 µl 0,1 mol.l
-1

 IPTG 

a 10 µl 0,1 mol.l
-1

 x-gal. Směs byla pomocí sterilní hokejky rozetřena, inkubace 

do dalšího dne při 37°C. 

Následující den byly ve flow-boxu pomocí sterilního parátka vypíchnuty z misek 

s LB agarem a ampicilinem bíle zbarvené kolonie E. coli, které byly přeneseny do 5 ml 

LB média s ampicilinem (výsledná koncentrace v médiu 100 µg.ml
-1

), inkubace při 

37°C na třepačce (200 rpm) do dalšího dne. 

 

3.3.1.1.1.6 Izolace plasmidové DNA alkalickou lýzí 

Další den bylo 5 ml bakteriální kultury E. coli postupně centrifugováno ve 2 ml 

mikrozkumavce po dobu 3 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl resuspendován ve 300 µl P1 
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roztoku. Poté bylo ke směsi napipetováno 300 µl P2 roztoku, směs byla promíchána. 

Po 5 min inkubaci na ledu bylo do směsi přidáno 300 µl P3 roztoku, směs byla opět 

promíchána. Po 5 min inkubaci na ledu byla směs centrifugována 10 min (14 000 rpm, 

4°C). Supernatant byl společně s 1 ml Isopropanolu přepipetován do nových 2 ml 

mikrozkumavek, centrifugace 30 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl promyt 500 µl 70% 

Ethanolu (-20°C), centrifugace 5 min (14 000 rpm, RT). Pelet byl vysušen v digestoři 

a resuspendován ve 100 µl nuclease-free vody. Na Nanodropu byla změřena 

koncentrace získané DNA. 

 

3.3.1.1.1.7 Kontrolní restrikce 

Pro ověření úspěšnosti ligace DNA insertu do pDRIVE plasmidu byla plasmidová DNA 

podrobena restrikční analýze. Na restrikci byla použita jedna nebo dvě restrikční 

endonukleasy ve vhodném pufru (Tab. 4, 5), směs byla inkubována při 37°C do dalšího 

dne. Restrikční směsi byly analyzovány pomocí agarosové elektroforézy dle 3.3.1.1.1.2. 

Jako standard byl použit 1 kb Plus DNA ladder. 

 
Tab. 4 Obecné složení restrikční směsi obsahující jednu nebo dvě restrikční endonukleasy pro 

ověření přítomnosti DNA insertu v plasmidu. 

 

Složka     Množství  

Pufr (10x)  2 µl 

Enzym 1  3U (použitý objem závisí na koncentraci enzymu) 

Enzym 2  3U (použitý objem závisí na koncentraci enzymu) 

Plasmidová DNA  3 µg     

Doplněno do 20 µl nuclease-free vodou 

 

Tab. 5 Přehled restrikčních endonukleas a pufrů použitých pro restrikční analýzu plasmidové 

DNA za účelem ověření přítomnosti 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::lpsA1   EcoRI-HF -  Cut Smart 

pDRIVE::část A lpsA1   EcoRI-HF -  Cut Smart 

pDRIVE::část B lpsA1   EcoRI-HF -  Cut Smart 

pDRIVE::část C lpsA1   EcoRI-HF -  Cut Smart 

pDRIVE::část D lpsA1   SalI-HF SphI-HF Cut Smart 

pDRIVE::dmaW    EcoRI-HF -  Cut Smart 

pDRIVE::CpYUCCA   BamHI-HF XbaI  Cut Smart 

pDRIVE::CpIaaH   EcoRI-HF -  Cut Smart 
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3.3.1.1.1.8 Kontrolní PCR 

Pro kontrolu přítomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla plasmidová DNA 

použita jako PCR templát pro amplifikaci DNA insertu pomocí GoTaq G2 Flexi DNA 

polymerasy a primerů nasedajících na SP6 a T7 prmotor pDRIVE plasmidu (Tab. 6, 7). 

PCR směsi byly analyzovány v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl 

použit 1 kb Plus DNA ladder. 

 

Tab. 6 Nastavení podmínek PCR s použitím GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy. 

 

Krok     Teplota [°C]   Čas [s] 

1. Počáteční denaturace   95    120 

2. Denaturace    95    30 

3. Annealing    58    30 

4. Elongace    72    1 kb cca 60 s 

5. Konečná elongace   72    600 

 

Cyklus 2-4 byl opakován 35x 

 

Tab. 7 Složení PCR směsi s použitím GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy. 

 

Složka        Objem [µl] 

5x GoTaq pufr       2,5 

dNTPs (10 mmol.l
-1

)      0,25 

Forward primer (10 mmol.l
-1

)     0,25 

Reverse primer (10 mmol.l
-1

)     0,25 

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U.ml
-1

)  0,07 

Templát - gDNA C. purpurea (100 ng.µl
-1

)   1 

H2O        7,43 

Celkový objem       12,5 

 

3.3.1.1.1.9 Přečištění plasmidové DNA pomocí QIAprep Spin Miniprep 

kitu, sekvenace 

Za účelem definitivního ověření přítomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byl 

plasmid izolovaný alkalickou lýzí přečištěn pomocí QIAprep Spin Miniprep kitu 

(Qiagen, Německo) a sekvenován  (Seqme s. r. o.). 

K plasmidové DNA izolované alkalickou lýzí byl napipetován 5 x větší objem PB 

pufru, směs byla promíchána a napipetována na QIAprep kolonku se sběrnou 

mikrozkumavkou. Po 1 min centrifugaci (16000 g, RT) byla kolonka promyta 750 µl PE 

pufru, centrifugace 1 min (16000 g, RT). Poté byla kolonka přenesena do nové 1,5 ml 

mikrozkumavky a centrifugována naprázdno po dobu 1 min (16000 g, RT). Kolonka 

byla opět přenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni napipetováno 40 µl 
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nuclease-free vody (65°C), inkubace 1 min při RT, centrifugace 1 min (16000 g, RT). 

Na Nanodropu byla změřena koncentrace získané DNA. 

 

3.3.1.1.2 Příprava DNA na transformaci S. cerevisiae 

Z připravených pDRIVE plasmidů s DNA insertem byly metodou PCR pomocí Phusion 

High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1 amplifikovány geny se stop kodonem 

(v případě tvorby konstruktu pro expresi genu bez fluorescenční značky nebo 

C-terminální fúze GFP či mCherry) nebo bez stop kodonu (v případě N-terminální fúze 

GFP nebo mCherry). Jako templáty byly též použity plasmidy pDRIVE::CpTF1 

a pDRIVE::CpTF2 (Biová, 2016). Velikost DNA amplikonů byla ověřena 

elektroforézou v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl použit 1 kb Plus 

DNA ladder.  

 

3.3.1.2 Příprava DNA pro tvorbu konstruktů pro deleci vybraných 

genů C. purpurea 

Pro přípravu delečních konstruktů byly 5´ OS a 3´ OS cílových genů amplifikovány 

metodou PCR pomocí Phusion High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1. Jako 

templát byla použita gDNA C. purpurea 20.1 nebo plasmidy pDRIVE::5´ OS lpsA2 

a pDRIVE::3´ OS lpsA2. 

Phleomycinová rezistenční kazeta byla amplifikována z vektoru pRS426_Pgpd-cpble 

pomocí Phusion High-Fidelity DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.1. 

Velikost získaných DNA amplikonů byla ověřena elektroforézou v agarosovém gelu 

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

 

3.3.1.3 Restrikce shuttle vektoru 

Vektory použité pro kvasinkové rekombinační klonování byly štěpeny restrikčními 

endonukleasami. Restrikční směs vždy obsahovala 2,5 µg shuttle vektoru, 2,5U 

enzymu 1, případně i enzymu 2 ve 20 µl reakci (Tab. 8). 

V případě linearizace pNDH-OCT, pNAB-OCT, pNDB-OGG a pNDH-OGG 

enzymem NcoI-HF byly vektory linearizovány mezi promotorem OliC a mCherry 

či  GFP. V případě linearizace pNDB-OGG enzymem NotI-HF byl vektor štěpen mezi 

GFP a Gluc terminátorem. Při použití enzymů NcoI-HF a NotI-HF byl gen kódující 

GFP nebo mCherry z vektoru vyštěpen.  
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Tab. 8 Přehled restrikčních endonukleas a pufrů použitých pro štěpení shuttle vektorů použitých 

na kvasinkové rekombinační klonování. 
 

Vektor    Enzym 1  Enzym 2  Pufr (10x) 

pNDH-OCT   NcoI-HF  -   Cut Smart 

pNDH-OCT   NcoI-HF  NotI-HF  Cut Smart 

pNAB-OCT   NcoI-HF  -   Cut Smart 

pNAB-OCT   NcoI-HF  NotI-HF  Cut Smart 

pNDB-OGG NcoI-HF  -   Cut Smart 

pNDB-OGG   NcoI-HF  NotI-HF  Cut Smart 

pNDB-OGG   NotI-HF  -   Cut Smart 

pNDH-OGG   NcoI-HF  -   Cut Smart 

pNDH-OGG   NcoI-HF  NotI-HF  Cut Smart 

pRS426    XhoI   EcoRI-HF  Cut Smart 

 

Velikost získaných DNA fragmentů byla ověřena pomocí elektroforézy 

v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako standard byl použit 1 kb Plus DNA ladder. 

 

3.3.1.4 Ošetření vektoru alkalickou fosfatasou 

Linearizovaný shuttle vektor byl před transformací S. cerevisiae ošetřen alkalickou 

fosfatasou (Tab. 9). Po 10 min inkubaci při 37°C byla alkalická fosfatasa inaktivována 

5 min při 75°C. 

 

Tab. 9 Ošetření restrikční směsi alkalickou fosfatasou. 

 

Složka        Objem [µl] 

10x pufr pro alkalickou fosfatasu    2 

Alkalická fosfatasa (1000 U.ml
-1

)    1 

Restrikční směs obsahující naštěpený shuttle vektor  10  

Nuclease-free H2O      7 

Celkový objem       20 

 

3.3.1.5 Transformace S. cerevisiae a E. coli 

 

3.3.1.5.1 Příprava buněk S. cerevisiae 

První den byla pomocí sterilního párátka ve flowboxu přenesena kolonie 

uracil-auxotrofního kmene S. cerevisiae FGSC 9721 z YPD agaru do 5 ml YPD média, 

inkubace při 28°C do dalšího dne na třepačce (200 rpm). 

Druhý den byly 2 ml narostlé kultury S. cerevisiae přepipetovány do 50 ml YPD 

média ve 250 ml Erlenmayerově baňce, inkubace při 28°C na třepačce (200 rpm) 

do doby než OD600 ≈ 1 (cca 4 h). 
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50 ml narostlé kultury S. cerevisiae bylo centrifugováno v 50 ml Falcon zkumavce 

po dobu 10 min (5600 g, RT). Pelet byl promyt 50 ml sterilní vody, centrifugace 10 min 

(5600 g, RT). Pelet byl resuspendován v 1 ml 100 mmol.l
-1

 octanu lithného, 

centrifugace 10 min (5600 g, RT).  Pelet byl resuspendován ve 400 µl 100 mmol.l
-1

 

octanu lithného. 

 

3.3.1.5.2 Transformace S. cerevisiae 

Ve flowboxu byly nachystány 1,5 ml mikrozkumavky, přičemž jedna mikrozkumavka 

vždy sloužila jako pozitivní kontrola transformace a jedna jako negativní kontrola 

transformace. Do nachystaných 1,5 ml mikrozkumavek byly napipetovány chemikálie 

a DNA dle Tab. 10. V případě pozitivní kontroly byl do mikrozkumavky napipetován 

pouze nenaštěpený vektor (2,5 µg), v případě negativní kontroly bylo 

do mikrozkumavky napipetováno pouze 1,5 µl naštěpeného vektoru. 

DNA ze spermií lososa (přenašeč DNA) o koncentraci 10 mg.ml
-1

 a objemu 100 µl 

v 1,5 ml mikrozkumavce byla denaturována 5 min při 95°C, inkubace 5 min na ledu.  

Do 360 µl připravené transformační směsi bylo napipetováno 10 µl připravené 

denaturované DNA ze spermií lososa a 50 µl buněčné suspenze S. cerevisiae. Po 30 min 

inkubaci při 30°C byly směsi inkubovány 30 min při 42°C. Směs byla krátce stočena 

na pikofuze a větší část supernatantu byla odpipetována. Pelet byl resuspendován 

ve zbylém supernatantu a pomocí sterilní hokejky byla směs ve flowboxu rozetřena 

na misky s SD agarem bez uracilu, inkubace při 28°C 3 dny. 

Po třech dnech byl ve flowboxu na SD-Ura agar s narostlými koloniemi S. cerevisiae 

napipetován 1 ml SD-Ura média a pomocí sterilní hokejky byly v médiu kolonie 

S.  cerevisiae resuspendovány. Vzniklá suspenze buněk byla přepipetována do 4 ml 

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

 

Tab. 10 Chemikálie a DNA použité na transformaci S.  cerevisiae FGSC 9721. 
 

Chemikálie, DNA        Množství [µl] 

50% PEG 3350         240 

1 mol.l
-1

 LiOAc         36 

naštěpený shuttle vektor  1,5 

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

PCR fragment   5 

(deleční konstrukty - 5´ OS, Phleomycinová rezistenční kazeta, 3´ OS   

konstrukty pro expresi genů - gen s/bez stop kodonu) 

Doplněno do 360 µl 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 izolována plasmidová DNA pomocí 

alkalické lýze dle 3.3.1.1.1.6. Poté, co byl pelet resuspendován v P1 roztoku, byly 

do směsi přidány skleněné kuličky 425-600 µm k rozrušení buněčné stěny. Pelet DNA 

byl resuspendován ve 20 µl nuclease-free vody. Na Nanodropu byla změřena 

koncentrace získané DNA.  

Získaná plasmidová DNA byla použita na transformaci E. coli dle 3.3.1.1.1.6. 

Plasmidová DNA izolovaná z bakteriálních kultur E. coli byla podrobena restrikční 

analýze (Tab 11, 12) a PCR.  

Na kontrolní PCR byla použita GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa dle 3.3.1.1.1.8. 

V případě delečních konstruktů byly použity kombinace primerů 5F + Phleo Hi3f2 

a Phleo out Hefe3 + 3R, v případě konstruktů pro expresi genů byly použity primery 

PoliC_OE_sek1_fw, Ttub SR1 nebo Tgluv_rev. Primer Phleo Hi3f2 nasedá 

do terminátoru Phleomycinové rezistenční kazety, Phleo out Hefe3 nasedá do čtecího 

rámce Phleomycinové rezistenční kazety, PoliC_OE_sek1_fw nasedá do promotoru 

OliC, Ttub_rev nasedá do Tub terminátoru a Tgluc_rev nasedá do Gluc terminátoru.  

Získané DNA fragmenty byly analyzovány v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2. Jako 

standard byl použit 1 kb Plus DNA ladder. 

 

Tab. 11 Restrikční endonukleasy a pufry použité pro restrikční analýzu pro ověření přítomnosti 

DNA insertu v pNDH-OCT, pNAB-OCT, pNDB-OGG nebo pNDH-OGG s/bez fluorescenční 

značky. 

 

Plasmid      Enzym 1 Enzym 2 Pufr (10x) 

pNDH-OCT::CpLDS1mCherry
+
   EcoRI-HF PvuI-HF  Cut Smart 

pNDH-OCT::CpLDS1  mCherry
-
   EcoRI-HF PvuI-HF  Cut Smart 

pNDH-OCT::CpTF1 mCherry
+
   SnaBI  NheI-HF Cut Smart 

pNDH-OCT::CpFAH mCherry
+
   SnaBI  BamHI-HF Cut Smart 

pNDH-OCT::CpFAH  mCherry
-
   SnaBI  BamHI-HF Cut Smart 

pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
   SnaBI  -  Cut Smart 

pNDH-OGG::lpsA1  gfp
-
   SnaBI  -  Cut Smart 

pNDB-OGG::dmaW  gfp
+
 (GFP na C-konci) NheI  XbaI  NEB 2.1 

pNDB-OGG:: dmaW  gfp
+
 (GFP na N-konci) NheI  XbaI  NEB 2.1 

pNDB-OGG:: dmaW  gfp
-
   NheI  XbaI  NEB 2.1 

pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
+
   EcoRI-HF SpeI-HF  Cut Smart 

pNAB-OCT::CpYUCCA  mCherry
-
   EcoRI-HF SpeI-HF  Cut Smart 

pNDH-OCT::CpIaaH mCherry
+
   HindIII  PstI  NEB 2.1 

pNDH-OGG::CpIaaH gfp
+
   HindIII  PstI  NEB 2.1 

pNDB-OGG::CpIaaH gfp
+
   HindIII  PstI  NEB 2.1 

pNDH-OCT::CpTF2 mCherry
+
   EcoRI-HF EcoRV-HF Cut Smart 
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Tab. 12 Restrikční endonukleasy a pufry použité pro restrikční analýzu pro ověření přítomnosti 

DNA insertů v pRS426. 

  

Plasmid    Enzym   Pufr (10x) 

pRS426::∆CpLDS1   BamHI-HF  Cut Smart 

pRS426::∆CpTF1  BamHI-HF  Cut Smart 

pRS426::∆CpFAH  EcoRI-HF  Cut Smart 

pRS426::∆lpsA2   BamHI-HF  Cut Smart 

pRS426::∆CpTF2  EcoRI-HF  Cut Smart 

 

Shuttle vektory obsahující DNA inserty byly opět přečištěny pomocí QIASpin 

MiniPrep kitu (Qiagen, USA) dle 3.3.1.1.1.9. Přítomnost DNA insertu byla ověřena 

sekvenováním (Segme s. r. o.).  

 

3.3.2 Transformace C. purpurea 

Za účelem funkčního ověření připravených konstruktů byly plasmidy 

pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+ 

a pNDH-OGG::lpsA gfp1
- 

společně s pNDH-OGG (volné 

GFP) použity na transformaci C. purpurea 20.1 a C. purpurea Gal404. 

 

3.3.2.1 Příprava DNA 

 

3.3.2.1.1 Izolace plasmidové DNA pomocí NucleoBond Xtra kitu 

První den bylo 10 µl kultury E. coli TOP10 nesoucí pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
, 

pNDH-OGG::lpsA1 gfp
- nebo pNDH-OGG napipetováno do 5 ml LB média 

s ampicilinem (výsledná koncentrace v médiu 100 µg.ml
-1

), inkubace do dalšího dne 

při 37°C na třepačce (200 rpm). 

Následující den bylo 400 µl narostlé kultury E. coli přepipetováno do 200 ml LB 

média s ampicilinem (výsledná koncentrace v médiu 100 µg.ml
-1

), inkubace do dalšího 

dne při 37°C na třepačce (200 rpm). 

Další den byla z 200 ml narostlé kultury E. coli izolována plasmidová DNA pomocí 

NucleoBond Xtra MidiPrep kitu (Macherey Nagel, Německo). Po 20 min centrifugaci 

(5600 g, 4°C) kultury byl pelet resuspendován v 8 ml RES pufru a směs byla 

přepipetována do nové 50 ml Falcon zkumavky. Ke směsi bylo napipetováno 8 ml 

Lyzačního pufru, směs byla promíchána převrácením zkumavky 5 x. Po 5 min inkubaci 

při RT bylo do směsi přidáno 8 ml Neutralizačního pufru, směs byla promíchána 

otočením zkumavky 5 x. NucleoBondXtra kolonka byla společně s vloženým filtrem 
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upevněna na 50 ml Falcon zkumavku, která sloužila k odchytu tekutého odpadu. 

Kolonka byla společně s vloženým filtrem ekvilibrována 12 ml Ekvilibračního pufru. 

Poté byla na filtr nalita homogenní suspenze precipitátu. Kolonka s filtrem byly 

promyty 5 ml Ekvilibračního pufru. Filtr byl odstraněn a na kolonku bylo napipetováno 

8 ml Promývacího pufru. Poté byla kolonka upevněna na novou 50 ml Falcon 

zkumavku a DNA byla eluována 5 ml Elučního pufru (50°C). 

 

3.3.2.1.2 Precipitace DNA octanem sodným a  isopropanolem 

Plasmidová DNA izolovaná pomocí NucleoBond Xtra MidiPrep kitu byla precipitována 

octanem sodným a isopropanolem. K 5 ml plasmidové DNA bylo  napipetováno 500 µl 

3M octanu sodného (pH = 5,2) a 3,5 ml isopropanolu. Směs byla promíchána, 

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 vysušen a resuspendován v 600 µl 

nuclease-free vody. Na Nanodropu byla změřena koncentrace získané DNA. 

Izolované plasmidy (200 µg) byly linearizovány restrikční endonukleasou SbfI 

s použitím Cut Smart pufru. Poté, co byla v agarosovém gelu dle 3.3.1.1.1.2 

zkontrolována velikost linearizovaného plasmidu, byla restrikční směs přečištěna 

pomocí NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (Macherey Nagel, Německo) dle 

3.3.1.1.1.3.  

 

3.3.2.2 Příprava protoplastů 

První den bylo 50 ml BII kultivačního média v 50 ml Erlenmayrově baňce inokulováno 

C. purpurea 20.1 nebo C. purpurea Gal404, inkubace 3 dny při 28°C na třepačce 

(200 rpm) ve tmě. 

Po třech dnech bylo 50 ml narostlé kultury centrifugováno 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 Protoplastizačního roztoku, inkubace 

2 h při 28°C na třepačce (80 rpm). Po 2 h byla směs zfiltrována přes Nytexovou 

membránu, filtrát byl centrifugován 10 min (900 g, RT). Získané protoplasty byly 2x 

promyty 5 ml STC pufru, centrifugace vždy 10 min (900 g, RT). Pelet byl 

resuspendován v 1 ml STC pufru.  

Pod mikroskopem byla v Bürkerově komůrce zkontrolována hustota získaných 

protoplastů (optimální hustota 5.10
8
 protoplastů v 1 ml STC pufru). 
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3.3.2.3 Transformace protoplastů 

Ve flowboxu byla do 12 ml Falcon zkumavky napipetována transformační směs - 10 µl 

(5-10 µg) přečištěné linearizované plasmidové DNA, 90 µl STC pufru a 100 µl 

protoplastů. Po 20 min inkubaci směsi při RT byly do zkumavky napipetovány 2 ml 

PEG roztoku. Po 5 min inkubaci při RT byly do směsi napipetovány 4 ml STC pufru. 

Na transformace bylo ve flow-boxu přichystáno 200 ml BII transformačního agaru 

(50°C) a 10 Petriho misek. Do první Petriho misky bylo nalito 20 ml BII agaru 

a napipetováno 11 µl protoplastů. Tato miska sloužila pro kontrolu protoplastizace (zda 

jsou získané protoplasty schopné růstu). Do druhé misky bylo nalito 20 ml BII agaru 

a přidáno 690 µl transformační směsi. Tato miska sloužila pro kontrolu transformace 

(zda nebyly protoplasty během transformace usmrceny). Do zbylých 8 misek bylo 

rozlito 160 ml BII agaru, přičemž do každé misky bylo napipetováno 690 µl 

transformační směsi. 

Po 24 h bylo 8 Petriho misek s BII agarem a transformační směsí převrstveno 10 ml 

BII transformačního agaru (50°C) s hygromycinem (koncentrace hygromycinu 

v použitých 10 ml BII agaru byla 600 µg.ml
-1

), inkubace 9 dní při 28°C ve tmě. 

Po 9 dnech byla narostlá mycelia C. purpurea přenesena na BII agar pro selekci 

s hygromycinem (výsledná koncentrace v médiu byla 200 µg.ml
-1

). 

 

3.3.3 Ověření transformace C. purpurea 

 

3.3.3.1 Izolace genomové DNA C. purpurea 

Den před izolací genomické DNA byly ve flowboxu vyřezány části mycelií 

předpokládaných transformantů C. purpurea. Mycelia byla přenesena do 2 ml 

mikrozkumavek, jejichž víčka byla propíchnuta sterilní jehlou. Mikrozkumavky byly 

umístěny do kádinky, zality tekutým dusíkem a lyofilizovány přes noc. 

Následující den bylo každé mycelium přeneseno do nové 2 ml mikrozkumavky, 

zalito tekutým dusíkem a pomocí špachtle rozdrceno. Ke vzorku bylo napipetováno 

600 µl Lyzačního pufru. Po 20 min inkubaci na třepačce (200 rpm) při RT bylo 

ke vzorku s Lyzačním pufrem napipetováno 400 µl 5 mol.l
-1

 octanu draselného, 

inkubace 20 min  (- 20°C). Po 20 min centrifugaci (14 000  rpm, 4°C) byl supernatant 

společně s 1 ml Isopropanolu přepipetován do nových 2 ml mikrozkumavek. Obsah 

mikrozkumavek byl promíchán, inkubace 45 min (-20°C). Po 30 min centrifugaci 
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(14 000 rpm, 4°C) byl pelet promyt 500 µl 70% ethanolu (-20°C), centrifugace 5 min 

(14 000 rpm, 4°C). Poté, co byl pelet vysušen, byl resuspendován v 50 µl nuclease-free 

vody. Na Nanodropu byla změřena koncentrace získané DNA. 

 

3.3.3.2 Diagnostická PCR 

Získaná gDNA byla dále použita jako templát pro diagnostickou PCR (Obr. 13) 

s použitím GoTaq G2 Flexi DNA polymerasy dle 3.3.1.1.1.8 za účelem ověření 

přítomnosti plasmidů použitých na transformaci. Jako pozitivní kontroly byly použity 

plasmidy pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
, pNDH-OGG::lpsA1 gfp

-
 a pNDH-OGG. DNA 

amplikony byly analyzovány v agarosovém gelu dle  3.3.1.1.1.2. Jako standard byl 

použit 1 kb Plus DNA ladder. 

 

 
 

Obr. 13 Schéma nasednuttí primerů použitých na diagnostickou PCR. A - pNDH-OGG::lpsA1 

gfp
+
, B - pNDH-OGG::lpsA1 gfp

-
, C - pNDH::OGG. 
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3.3.4 Monosporická izolace 

Transformanti C. purpurea byli pěstováni na sporulačním Mantle agaru po dobu 

3 týdnů při 28°C  na světle. Po třech týdnech byly na každou misku napipetovány 3 ml 

vody. Spóry C. purpurea byly z agaru setřeny pomocí sterilní gumové tyčinky, směs 

byla filtrována přes skelnou vatu do nové 1,5 ml zkumavky.  

Spóry byly ředěny vodou 10x, 100x a 1000x. Následně bylo 200 µl roztoku spór 

z každého ředění napipetováno na BII agar pro selekci s hygromycinem (finální 

koncentrace v médiu 200 µg.ml
-1

) a na BII kultivační agar. 

Po 48 h a po 72 h byly z BII agaru s hygromycinem pod stereomikroskopem 

vyřezány klíčící spóry, které byly přeneseny na nový BII agar s hygromycinem (finální 

koncentrace v médiu 200 µg.ml
-1

), kultivace 7 dní. 

Po týdnu byla z narostlých mycelií C. purpurea izolována gDNA dle 3.3.3.1.1, 

přítomnost pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
, pNDH-OGG::lpsA1 gfp

- 
a pNDH-OGG byla opět 

potvrzena diagnostickou PCR dle 3.3.3.2. 

 

3.3.5 qPCR 

 

3.3.5.1 Příprava biologického materiálu 

Transformanti C. purpurea získaní z monosporické izolace byly společně 

s odpovídajícími WT kontrolami kultivováni v 50 ml BII kultivačního média ve 250 ml 

Erlenmayerových baňkách na třepačce (200 rpm) při 28°C ve tmě po dobu 3 dní. 

Po 3 dnech byla mycelia filtrována přes Miracloth membránu a opatrně přenesena 

do nových 50 ml Falcon zkumavek, ve kterých byla zalita tekutým dusíkem. Poté, 

co byla víčka Falcon zkumavek propíchnuta sterilní jehlou, byly zkumavky umístěny 

do lyofilizátoru, lyofilizace probíhala přes noc. 

Následující den bylo lyofilizované mycelium ve třecí misce zalito tekutým dusíkem 

a pomocí tloučku rozdceno. Takto připravený materiál byl použit na izolaci RNA. 

 

3.3.5.2 Izolace RNA 

Z 10 mg lyofilizovaného mycelia C. purpurea byla pomocí RNAqueous Total RNA 

Isolation kitu (Ambion, USA) izolována RNA. Ke vzorku ve 2 ml mikrozkumavce byl 

napipetován 1 ml Lyzačního pufru. Po 15 min inkubaci na třepačce (200 rpm) při RT 

byl vzorek centrifugován po dobu 5 min (21000 g, RT). Supernatant byl společně s 1 ml 
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64% ethanolu přepipetován do nové 2 ml mikrozkumavky. Směs byla postupně 

po 700 µl přepipetována do kolonky se sběrnou mikrozkumavkou, centrifugace vždy 

30 s (11 000 g, RT). Směs, která kolonkou protekla, byla odstraněna. Kolonka byla 

promyta 700 µl Promývacího pufru 1, centrifugace 30 s (11000 g, RT). Poté byla 

kolonka 2 x promyta 500 µl Promývacího pufru 2/3, centrifugace vždy 30 s (11000 g, 

RT). Poté, co byla kolonka centrifugována naprázdno po dobu 30 s (11000 g, RT), byla 

přenesena do  nové sběrné mikrozkumavky a bylo na ni napipetováno 60 µl Elučního 

pufru (80°C). Po 1 min inkubaci při RT následovala centrifugace 1 min (11000 g, RT). 

Na kolonku bylo napipetováno dalších 40 µl Elučního pufru (80°C). Po 1 min inkubaci 

při RT opět následovala centrifugace 1 min (11000 g, RT). Kolonka byla 

odtraněna a na NanoDropu byla změřena koncentrace získané RNA. 

Ze získané RNA byla odstraněna kontaminace DNA. K 50 µl RNA bylo 

napipetováno 6 µl 10x reakčního pufru pro Turbo DNasu a 2 µl Turbo DNasy 

(2000 U.ml
-1

), inkubace při 37°C po dobu 45 min. Poté byly do směsi napipetovány 

další 2 µl Turbo DNasy (2000 U.ml
-1

), inkubace opět při 37°C po dobu 45 min. 

K přečištění RNA byl použit roztok chloridu lithného, který je součástí RNAqueous 

Total RNA Isolation kitu. K 60 µl RNA bylo napipetováno 30 µl LiCl, inkubace 

při - 20°C přes noc. Další den byla směs centrifugována 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 vysušen, byl rozpuštěn ve 25 µl nuclease-free vody. Na NanoDropu byla změřena 

koncentrace získané RNA. 

 

3.3.5.3 Přepis RNA na cDNA 

Ke 2 µg RNA byl napipetován 1 µl 100 µmol.l
-1 

Oligo(dT) primeru, objem směsi byl 

doplněn nuclease-free vodou na 13 µl. Reakční směs byla inkubována 5 min při 65°C, 

poté byla ihned přenesena na led. Na ledu byly do reakční směsi přidány 2 µl dNTP 

o koncentraci 10 mmol.l
-1

, 4 µl 5x reakčního pufru pro reverzní transkriptasu a 1 µl 

RevertAid H  Minus reverzní transkriptasy (200000 U.ml
-1

), směs byla inkubována 

60 min při 42°C a poté 10 min při 70°C. Získaná cDNA byla ředěno 30x nuclease-free 

vodou. 
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3.3.5.4 SYBR Green qPCR  

K provedení qPCR byl použit gb SG PCR Master mix, který již obsahuje Taq DNA 

polymerasu, pufr, dNTP, MgCl2 a fluorescenční barvivo SYBR Green. K této směsi byl 

dle Tab. 13 napipetován primer premix (1,2 µl 100 µmol.l
-1

 fw primeru a 1,2 µl 

100 µmol.l
-1

 rev primeru ve 100 µl nuclease-free vody, oba primery nasedaly na lpsA1) 

a cDNA templát.  

Reakce probíhaly v 96 jamkových destičkách MicroAmp Fast Optical, které byly 

překryty plastovou fólií MicroAmp Optical Adhesive Film. Každá reakce byla 

nastavena ve třech technických replikátech. K provedení qPCR byl použit přístroj 

StepOne, podmínky pro PCR byly nastaveny dle Tab. 14. Po proběhnutí PCR byla 

provedena analýza křivek tání, PCR směsi byly analyzovány ve 2% agarosovém gelu 

dle 3.3.1.1.1.3. Jako standard byl použit 50 bp DNA ladder. 

Pro vyhodnocení změny expresního profilu byla použita metoda relativní 

kvantifikace ∆∆CT, pro endogenní kontrolu byly vybrány dva provozní geny 

C. purpurea: Act kódující γ-aktin (AEI72275.1) a Gpd kódující 

glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasu (X73282.1). 

 

Tab. 13 Složení reakční směsi pro SYBR green qPCR. 

 

Složka      Objem [µl] 

2x gb SG PCR Master mix 4 

Referenční barvivo Rox (5 µmol.l
-1

) 1 

cDNA templát 2,5 

Primer premix 2,5 

Celkový objem  10 

 

Tab. 14 Nastavení podmínek pro SYBR green RT-PCR. 
 

Krok     Teplota  [°C]   Čas  [s] 

1. Počáteční denaturace   95    600 

2. Denaturace    95    60 

3. Annealing    61    30 

4. Elongace    72    20 

5. Konečná elongace   72    60 

 

Cyklus 2-4 byl opakován 40x. 
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K vyhodnocení dat byl použit program DataAssist, přičemž jednotlivé vzorky byly 

zařazeny do biologických skupin (jako kalibrátor byla použita odpovídající WT 

kontrola). DataAssist pracoval se 100% účinností primerů, v rámci vyhodnocení 

výsledků byly vyloučeny hodnoty CT vyšší než 36 a technické replikáty s rozdílnými CT 

hodnotami (pomocí Grubbsova testu), za pomoci metody Benjamin-Hochberga byly též 

odstraněny falešně pozitivní výsledky. Program každé biologické skupině přiřadil 

na základě nepárového dvouvýběrového t-testu p-hodnotu. 

 

3.3.6 Western blot 

Lyofilizovaná mycelia WT a transformantů C. purpurea exprimujících GFP nebo 

LPS1-GFP byla použita také na SDS-PAGE, Western blot a následnou imunodetekci. 

Jako pozitivní kontrola byl na Western blot použit vzorek transgenní buněčné suspenzní 

kultury Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (LER) exprimující GFP (poskytl 

Mgr. David Zalabák, PhD.). 

 

3.3.6.1 Izolace proteinů 

K 10 mg lyofilizovaného mycelia v 1,5 ml mikrozkumavce bylo napipetováno 100 µl 

Extrakčního pufru, 0,5 µl 20 mmol.l
-1

 PMSF a 2 µl 50x koktejlu inhibitorů proteas. 

V případě pozivní kontroly byly 4 ml transgenní buněčné kultury centrifugovány 

po dobu 10 min (21000 g, 4°C). Získaný pelet byl ve třecí misce zalit tekutým dusíkem 

a pomocí tloučku rozdcen. K 0,5 g takto připraveného materiálu bylo napipetováno 

500 µl Extrakčního pufru, 2,5 µl 20 mmol.l
-1

 PMSF a 10 µl 50x koktejlu inhibitorů 

proteas. 

Po 15 min inkubaci vzorku s Lyzačním pufrem při 4°C na třepačce (200 rpm) byl 

vzorek centrifugován po dobu 5 min (21000 g, 4°C). Supernatant byl přepipetován 

do nové 1,5 ml mikrozkumavky. 
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Tab. 15 Kalibrační křivka pro stanovení celkových proteinů metodou Bradfordové. 

 

BSA o koncentraci 2 mg.ml
-1

  (µl)  Výsledná koncentrace BSA (µg.ml
-1

) 

1 2 

2 4 

3 6 

4 8 

5 10 

6 12 

7 14 

8 16 

 

3.3.6.2 Stanovení celkových proteinů metodou Bradfordové 

V získaném proteinovém extraktu bylo metodou Bradfordové stanoveno celkové 

množství proteinů. 

Pro vytvoření kalibrační křivky byl použit zásobní roztok BSA o koncentraci 

2 mg.ml
-1

. Požadované množství BSA (Tab. 15) bylo vždy napipetováno do 1ml 

připraveného činidla Bradfordové. Po 10 min inkubaci roztoku při RT byla 

na spektrofotometru změřena absorbance při 595 nm. Ze získaných hodnot byla 

sestavena kalibrační křivka. Z regresní rovnice této křivky byla vypočítána koncentrace 

proteinů v získaných proteinových extraktech.  

 

3.3.6.3 SDS-PAGE 

Pro SDS-PAGE byla zvolena tloušťka zaostřovacího a separačního gelu 1 mm, byl 

použit gel o velikosti přibližně 10x10 cm. Vzhledem k velikosti GFP a LPS1 byly 

proteiny extrahované z C. purpurea exprimující GFP a z pozitivní kontroly separovány 

v 10% separačním gelu, proteiny extrahované z C. purpurea exprimující LPS1-GFP 

byly separovány v 5% separačním gelu. Vždy byl použit 4% zaostřovací gel. 

Nejprve byl připraven separační gel. Poté, co byla polymerace gelu nastartována 

přídavkem TEMEDu a persíranu amonného, bylo 5 ml tohoto roztoku napipetováno 

mezi dělící skla, roztok byl převrstven buthanolem, inkubace 45 min při RT.  

Jaknile separační gel ztuhnul, byl z povrchu gelu odstraněn buthanol a povrch gelu 

byl několikrát opláchnut destilovanou vodou, zbytky vody byly z gelu odstraněny 

pomocí filtračního papíru. Poté byl připraven zaostřovací gel. Polymerace gelu byla 

opět zahájena přídavkem TEMEDu a persíranu amonného. Na povrch separačního gelu 

bylo napipetáno 2,5 ml zaostřovacího gelu, do gelu byl zasunut hřebínek, inkubace 

45 min při RT. 
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Poté, co zaostřovací gel ztuhnul, byl z gelu odstraněn hřebínek a jamky byly 

propláchnuty destilovanou vodou. Dělící skla s připraveným gelem byla vložena 

do elektroforetické vany, která byla naplněna 1x elektrodovým pufrem.  

Vzorky pro SDS-PAGE byly připraveny následovně: k 15 µl vzorku (20 µg) v 1,5 ml 

mikrozkumavce bylo napipetováno 5 µl 4x SDS loading dye. Po 5 min inkubaci vzorku 

při 95°C byl vzorek přenesen na led, centrifugován 1 min (21000 g, RT).  

Poté, co byly jamky gelu propláchnuty 1x elektrodovým pufrem, bylo do jamek 

naneseno 20 µl vzorku. Jako standard byl použit PageRuller standard. Po nanesení 

vzorků a standardu na gel byla elektroforetická komůrka uzavřena a připojena ke zdroji 

proudu. Pro zakoncentrování vzorků v zaostřovacím gelu probíhala elektroforéza 

prvních 20 min při konstantním proudu 0,01 A. Jakmile začala probíhat separace 

proteinů v separačním gelu, byl proud zvýšen na 0,03 A po dobu 1 h. V případě použití 

5% separačního gelu probíhala elektroforéza přibližně po dobu 2 h (do té doby než 

z gelu vyputovaly proteiny do velikosti cca 50 kDa, což bylo sledováno za pomoci 

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standardu). 

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

vyjmut a inkubován 10 min při RT v 1x přenosovém pufru na třepačce (50 rpm). 

 

3.3.6.4 Western blot 

Pro Western blot byla použita PVDF membrána s velikostí pórů 0,45 µm, která byla 

aktivována ponořením do methanolu po dobu 30 s.  

Pro přenos proteinů z SDS polyakrylamidového gelu na membránu bylo připraveno 

950 ml 1x Přenosového pufru, na celkový objem 1 l byl pufr doplněn 50 ml methanolu. 

Aktivovaná PVDF membrána byla přenesena do 1x Přenosového pufru s methanolem, 

inkubace 10 min při RT na třepačce (50 rpm). Pro Western blot byl poskládán 

tzv. sandwich dle Obr. 14. Po odstranění vzduchových bublin byl sandwich umístěn 

do blotovací komůrky, která byla naplněna 1x Přenosovým pufrem s methanolem. 

Komůrka byla uzavřena, připojena ke zdroji napětí a umístěna do lednice. Přenos 

probíhal nejdříve 90 min při 100 V, poté bylo napětí sníženo na 15 V přes noc. 
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Obr. 14 Sandwichové uspořádání Western blotu. 

 

3.3.6.5 Barvení PVDF membrány roztokem Amidočerně 

Pro ověření úspěšnosti přenosu proteinů z SDS polyakryamidového gelu na PVDF 

membránu, byla membrána po přenosu inkubována 30 s v Roztoku amidočerně. Poté 

byla membrána opláchnuta destilovanou vodou. Pro úplné odbarvení byla membrána 

inkubována v destilované vodě po dobu 30 min při RT na třepačce (50 rpm). 

Pro snadnější orientaci byl na membráně tužkou vyznačen Standard a jamky. 

 

3.3.6.6 Imunodetekce 

Všechny následující inkubace probíhaly při RT na třapačce (50 rpm). 

PVDF membrána byla inkubována 90 min v Blokovacím roztoku. Poté byla 

membrána opláchnuta v TBS-T pufru po dobu 1 min. K 10 ml Blokovacího roztoku 

bylo nalito 40 ml TBS-T pufru. Do 2 ml takto připraveného roztoku byly napipetovány 

2 µl primární protilátky AntiGFP (ředění 1:1000). Membrána byla inkubována po dobu 

90 min v roztoku s primární protilátkou. Poté byla membrána promyta 1 x 5 min v TBS 

pufru a 2 x 5 min v TBS-T pufru. Do 25 ml naředěného Blokovacího roztoku bylo 

napipetováno 5 µl sekundární protilátky (ředění 1:5000). Vzhledem k tomu, že primární 

protilátka AntiGFP byla produkována v králíkovi, byla jako sekundární protilátka 

použita kozí protilátka proti králičím imunoglobulinům Goat anti-Rabbit značená 

křenovou peroxidasou. Po 90 min inkubaci membrány v blokovacím roztoku 

se sekundární protilátkou, byla membrána promyta 1 x 10 min v TBS-T pufru a poté 

2 x 10 min v TBS pufru. Nakonec bylo na membránu napipetováno 6 ml Super Signal 

West Pico Chemiluminiscenčního substrátu. Chemiluminiscenční signál byl detekován 

pomocí dokumentačního systému ChemiDoc MP. 
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3.3.7 Imunoprecipitace GFP-fúzních proteinů 

 

3.3.7.1 GFP-Trap_A 

Pro imunoprecipitaci GFP-fúzních proteinů pomocí GFP-Trap_A bylo k 30 mg 

lyofilizovaného mycelia WT nebo transformantů C. purpurea v 1,5 ml mikrozkumavce 

bylo napipetováno 300 µl Lyzačního pufru, 1,5 µl 20 mmol.l
-1

 PMSF a 6 µl 50x 

koktejlu inhibitorů proteas. Směs byla inkubována na ledu po dobu 30 min, přičemž 

každých 10 minut byla směs pomocí pipety promíchána. Poté bylo ke směsi přidáno 

700 µl Ředícího pufru s 3,5 µl 20 mmol.l
-1

 PMSF a 14 µl 50x koktejlu inhibitorů 

proteas. Z naředěné směsi bylo odebráno 50 µl vzorku na SDS-PAGE (označeno jako 

lyzát). 

 Všechny následující centrifugace probíhaly při 2500 g a 4°C. 25 µl GFP-Trap_A 

(malý rekombinantní fragment VHH anti-GFP protilátky produkovaný v alpace 

kovalentně navázaný na 90 µm agarosové kuličky, dále jen agarosové kuličky) v 1,5 ml 

mikrozkumavce bylo ekvilibrováno 500 µl Ředícího pufru (4°C), centrifugace 2 min. 

Poté, co byl supernatant byl odpipetován, byl tento krok 2 x opakován. K agarosovým 

kuličkám byl napipetován 1 ml lyzátu. Po 1 h inkubaci směsi na třepačce (200 rpm) při 

4°C byla směs centrifugována po dobu 2 min. Ze získaného supernatantu bylo odebráno 

50 µl vzorku pro následnou SDS-PAGE (označeno jako nenavázané proteiny). Zbylý 

supernatant byl odpipetován a agarosové kuličky byly promyty 500 µl Promývacího 

pufru (4°C), centrifugace 2 min. Poté byly agarosové kuličky promyty 500 µl 

Promývacího pufru s vyšší koncentrací chloridu sodného (4°C), centrifugace 2 min. 

Na závěr byly kuličky promyty 500 µl Promývacího pufru (4°C), centrifugace 2 min. 

Ke kuličkám bylo napipetováno 50 µl Elučního pufru a po 30 s, kdy byla směs 

intenzivně promíchávána pomocí pipety, byla směs centrifugována po dobu 2 min. 

Supernatant byl přepipetován do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pro neutralizaci bylo 

k supernatantu ihned napipetováno 5 µl 1 mol.l
-1

 Tris (pH = 10,3). Takto připravený 

vzorek byl použit na SDS-PAGE (označeno jako navázané proteiny).  

 

3.3.7.2 Western blot a barvení SDS polyakrylamidových gelů stříbrem  

Vzorky označené jako lyzát, nenavázané proteiny a navázané proteiny byly separovány 

ve dvou SDS polyakrylamidových gelech, přičemž proteiny v jednom gelu byly 

po proběhnutí SDS-PAGE dle 3.3.6.3 vizualizovány stříbrem a druhý gel byl použit 

na Western blot a následnou imunodetekci dle 3.3.6.4, 3.3.6.5 a 3.3.6.6. 
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 Při barvení proteinů v SDS polyakryamidovém gelu se postupovalo následovně 

(všechny inubace probíhaly na třepačce při 60 rpm a RT, všechny použité roztoky byly 

připraveny vždy těsně před jejich použitím): gel byl nejdříve inkubován 30 min 

v Roztoku 1, poté 15 min v Roztoku 2. Následně byl gel 3 x opláchnut destilovanou 

vodou, inkubace vždy 5 min. Poté byl gel inkubován 1 min v Roztoku thiosíranu 

sodného a následně byl opláchnut 3 x destilovanou vodou, inkubace vždy 30 s. 

Po 20 min inkubaci gelu v Roztoku 3 obsahujícím dusičnan sttříbrný a formaldehyd, byl 

na gel nalit Vyvíjecí roztok. V závislosti na zbarvení gelu byl gel cca po 3-10 min 

přesunut do Zastavovacího roztoku. Pomocí dokumentačního systému ChemiDoc MP 

byl pořízen snímek gelu.  

 

3.3.8 Epifluorescenční mikroskopie 

Mikroskopické preparáty vzorků byly připraveny následujícím způsobem: na podložní 

sklo byl napipetován 1 ml Gamborg B5 média, po ztuhnutí média byl na povrch umístěn 

malý čtverec mycelia. Podložní sklo se vzorkem bylo umístěno do Petriho misky 

s navlhčenými papírovými ubrousky, inkubace 2 dny ve tmě při 28°C. 

Po dvou dnech byl čtverec mycelia z povrchu média odstraněn, na zbylou narostlou 

část vzorku bylo napipetováno přibližně 100 µl Hoechstova barviva 22358 

o koncentraci 50 µg.ml
-1

. Takto připravený preparát byl překryt krycím sklíčkem. 

Preparáty byly snímány pod epifluorescenčním mikroskopem Axio Imager M2 

(GFP – excitace 488 nm, emise – 509 nm; Hoechst 22358 – excitace 352 nm, 

emise - 461 nm). Obrázky byly zpracovány v Zeiss ZEN Blue softwaru (Ver.2010a). 

 

3.3.9 Očkování žita 

Klasy sterilního žita byly inokulovány získanými transformanty a odpovídající WT 

kontrolami. 

WT a transformanti C. purpurea byli pěstováni po dobu 3 týdnů na sporulačním 

Mantle agaru při 28°C na světle, spóry byly získány dle 3.3.4. Pod světelným 

mikroskopem bylo v Bürkerově komůrce spočítáno množství spór, výsledná 

koncentrace spór v 1 ml vody byla vždy upravena na přibližnou hodnotu 12.10
8
. 

Získané inokulum bylo pomocí pipety aplikováno na klasy žita ve fázi kvetení. Žito 

bylo pěstováno ve skleníku za následujících podmínek: 16 h světlo/8 h tma (15-20°C). 
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4 VÝSLEDKY 

 

4.1 Kvasinkové rekombinační klonování  

Pomocí kvasinkového rekombinačního klonování byly připraveny konstrukty pro 

konstitutivní expresi (Tab. 16) a deleci (Tab. 17) vybraných genů C. purpurea. 

 

Tab. 16 Přehled připravených konstruktů pro konstitutivní expresi vybraných genů 

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

 

Gen Vektor Gen rezistence Značka Umístění značky  

   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             -   - 

lpsA1 pNDH-OGG hph  GFP C-konec proteinu 

lpsA1 pNDH-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   -  - 

CpIaaH  pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu 

CpIaaH pNDH-OGG hph GFP C-konec proteinu 

CpIaaH pNDB-OGG hph  GFP C-konec proteinu 

CpTF2 pNDH-OCT hph mCherry C-konec proteinu 

 

Tab. 17 Přehled připravených konstruktů pro deleci vybraných genů C. purpurea. CpBle - gen 

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

 

Gen, pro který byl připraven deleční konstrukt Vektor Gen rezistence   

CpLDS1   pRS426 CpBle   

TF1   pRS426 CpBle   

CpFAH   pRS426 CpBle   

lpsA2   pRS426  CpBle 

TF2   pRS426 CpBle   
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4.1.1 Příprava DNA pro tvorbu konstruktů pro konstitutivní expresi 

vybraných genů C. purpurea 

 

4.1.1.1 Klonování do pDRIVE plasmidu 

 

4.1.1.1.1 Gen lpsA1 

Pomocí metody PCR byla z gDNA C. purpurea 20.1 amplifikována sekvence genu 

lpsA1, který kóduje neribosomální lysergylpeptidovou synthetasu LPS1. Na PCR byly 

použity primery lpsA1-a_fw a lpsA1-d_rev nasedající do 5´ UTR a 3´ UTR oblastí 

tohoto genu. Poté, co byla velikost získaného DNA amplikonu (11240 bp) ověřena 

v agarosovém gelu, byl DNA fragment z PCR směsi purifikován a ligován do pDRIVE 

plasmidu (3852 bp). Vektor pDRIVE s DNA insertem byl transformován 

do elektrokompetentních buněk E. coli TOP10.  

Za účelem ověření přítomnosti DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla plasmidová 

DNA izolovaná z bakteriálních kultur podrobena restrikční analýze enzymem EcoRI-HF 

(Obr. 15). Očekávaná velikost DNA fragmentů byla 3852 bp, 4488 bp a 6752 bp. 

 

 

 

Obr. 15 Elektroforetogram plasmidů pDRIVE::lpsA1 (1-30) po restrikci enzymem EcoRI-HF. 

M - 1kb Plus DNA ladder. 
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Obr. 16 Schématické znázornění rozdělení sekvence genu lpsA1 na  kratší úseky označené A-D.  

 

Vzhledem k neúspěšnému klonování lpsA1, byla sekvence tohoto genu rozdělena 

na čtyři kratší úseky (Obr. 16), které byly amplifikovány a klonovány samostatně. 

Úspěšnost ligace DNA byla ověřena pomocí PCR a restrikční analýzou. Velikost DNA 

fragmentů po restrikci byla následující (Obr. 17): 

- pDRIVE::část A lpsA1 - 2809 bp, 3852 bp (EcoRI-HF) 

- pDRIVE::část B lpsA1 - 2889 bp, 3852 bp (EcoRI-HF)  

- pDRIVE::část C lpsA1 - 737 bp, 1309 bp, 3852 bp (EcoRI-HF) 

- pDRIVE::část D lpsA1 - 824 bp, 1249 bp, 1696 bp, 3852 bp (SalI-HF, SphI-HF). 

 

 

Obr. 17 Elektroforetogram reprezentativních vzorků pDRIVE plasmidů s částmi lpsA1 

po restrikci. 1 - pDRIVE::lpsA1 část A, 2 - pDRIVE::lpsA1 část B, 3 - pDRIVE::lpsA1 část C, 

4 - pDRIVE::lpsA1 část D, M - 1 kb Plus DNA ladder. 
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Tab. 18 Přehled počtu izolovaných plasmidů v průběhu klonování genu lpsA1 a jeho částí 

do pDRIVE plasmidu. 

 

Název Počet ověřených Z toho 

 kolonií  pozitivních          

pDRIVE::lpsA1    30 0  

pDRIVE::část A lpsA1   17 5  

pDRIVE::část B lpsA1   18 4   

pDRIVE::část C lpsA1   17 7   

pDRIVE::část D lpsA1   38 3            

 

Plasmidová DNA s požadovaným insertem (Tab. 18) byla purifikována a přítomnost 

DNA insertu byla potvrzena sekvenováním. 

 

4.1.1.1.2 Ostatní geny  

Pomocí metody PCR byly z gDNA C. purpurea amplifikovány sekvence genů CpLDS1, 

CpFAH, dmaW, CpYUCCA a CpIaaH (Tab. 19). Velikost DNA amplikonů byla ověřena 

v agarosovém gelu. 

 

Tab. 19 Přehled DNA amplikonů, které byly klonovány 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     

CpIaaH   CPUR 04616 OE_mC_fw 1470  20.1 

    CPUR 04616 OE_mC_rev  
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Plasmidová DNA izolovaná z bakteriálních kultur E. coli (Tab. 20) byla podrobena 

PCR a restrikční analýze. Velikost DNA fragmentů po restrikci byla 

následující (Obr. 18):  

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

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

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

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

- pDRIVE::CpIaaH - 1470 bp, 3852 bp (EcoRI-HF). 

Přítomnost DNA insertu v pDRIVE plasmidu byla potvrzena sekvenováním. 

 

 

 

Obr. 18 Elektroforetogram reprezentativních vzorků pDRIVE plasmidů s příslušnými DNA 

inserty po restrikci. 1 - pDRIVE::CpLDS1, 2 - pDRIVE::CpFAH, 3 - pDRIVE::dmaW, 

4 - pDRIVE::CpYUCCA, 5 - pDRIVE::CpIaaH, M - 1 kb Plus DNA ladder. 

 

 

Tab. 20 Přehled počtu iźolovaných plasmidů v průběhu klonování DNA amplikonu do pDRIVE 

plasmidu. 

 

Název Počet ověřených Z toho 

 kolonií  pozitivních 

pDRIVE::CpLDS1       10    2   

pDRIVE::CpFAH   15 5            

pDRIVE::dmaW   10 2          

pDRIVE::CpYUCCA   10 9 

pDRIVE::CpIaaH   15  12                   
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4.1.1.2 Příprava DNA pro transformaci S. cerevisiae 

Metodou PCR byly z pDRIVE plasmidů s příslušnými DNA inserty amplifikovány geny 

se stop kodonem (v případě tvorby konstruktu bez fluorescenční značky nebo 

s fluorescenční značkou na N-konci proteinu) nebo bez stop kodonu (v případě tvorby 

konstruktu s fluorescenční značkou na C-konci proteinu) (Tab. 21). Jako templát byly 

navíc použity plasmidy pDRIVE::CpTF1 a pDRIVE::CpTF2. Velikost získaných DNA 

amplikonů byla zkontrolována v agarosovém gelu. 

 

Tab. 21 Přehled DNA amplikonů klonovaných do shuttle vektoru s/bez fluorescenční značky.  
 

DNA amplikon  Templát   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  

lpsA1  část A  pDRIVE::lpsA1  část A  lpsA1 A OE 1 fw PoliC  2694 

od start kodonu      lpsA1-a_rev 

lpsA1  část B  pDRIVE::lpsA1  část B  lpsA1-b_fw   2889 

       lpsA1-b_rev 

lpsA1  část C  pDRIVE::lpsA1  část C  lpsA1-c_fw   2046 

       lpsA1-c_reev 

lpsA1  část D  pDRIVE::lpsA1  část D  lpsA1-d_fw   3573 

po stop kodon (včetně)     lpsA1 D OE 9 rev Tgluc 

lpsA1  část D    pDRIVE::lpsA1  část D  lpsA1-d_fw   3570 

bez stop kodonu      lpsA1 D OE 8 rev GFP 

dmaW pDRIVE::dmaW dmaW PoliC OE fw  1466 

 dmaW OE Tgluc rev 

dmaW pDRIVE::dmaW dmaW GFP OE fw  1466 

 dmaW OE Tgluc rev 

dmaW pDRIVE::dmaaW dmaW 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  

CpIaaH   pDRIVE::CpIaaH  CPUR 04616 OE_mC_fw  1467 

bez stop kodonu      CPUR 04616 OE_mC_rev 

CpIaaH   pDRIVE::CpIaaH  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 zkontrolována velikost shuttle vektorů použitých pro 

kvasinkové rekombinační klonování po restrikci příslušnými enzymy. Na restrikci byl 

použit jeden nebo dva enzymy. Pokud byly použity dva enzymy, byl gen kódující GFP 

(780 bp) nebo mCherry (771 bp) z vektoru vyštěpen. 

 

4.1.2 Příprava DNA pro tvorbu konstruktů pro deleci vybraných genů 

C. purpurea 

Metodou PCR byly amplifikovány 5´ OS a 3´ OS genů CpLDS1, CpFAH, CpTF1, lpsA2 

a CpTF2 (Tab. 22). Phleomycinová rezistenční kazeta (1847 bp) byla amplifikována 

s použitím primerů CpBle1_fw a CpBle1_rev z shuttle vektoru pRS426_Pgpd-cpble 

(7325 bp). Shuttle vektor pRS426 (5726 bp) byl linearizován enzymy XhoI a EcoRI-HF. 

Velikost DNA fragmentů byla ověřena v  agarosovém gelu.  

 

Tab. 22 Přehled amplifikovaných 5´ OS a 3´ OS cílových genů použitých na přípravu delečních 

konstruktů. 

 

DNA amplikon Templát Fw primer  Velikost DNA 

       Rev primer  amplikonu[bp]  

5´ OS CpLDS1  gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 00903 942 

       5R CPUR 00903  

3´ OS CpLDS1  gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 00903 874 

       3R CPUR 00903 

5´ OS CpTF1  gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 01124 960 

       5R CPUR 01124 

3´ OS 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 

3´ OS CpFAH  gDNA C. purpurea 20.1 3F CPUR 04032 938 

       3R CPUR 04032 

5´ OS lpsA2  pDRIVE::5´ OS CPUR 04073 5F CPUR 04073 667 

       5R CPUR 04073 

3´ OS lpsA2  pDRIVE::3´ OS CPUR 04073 3F CPUR 04073 677 

       3R CPUR 04073 

5´ OS CpTF2  gDNA C. purpurea 20.1 5F CPUR 05433 960 

       5R CPUR 05433 

5´ OS 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 

Připravené DNA fragmenty byly ko-transformovány do uracil auxotrofního kmene 

S. cerevisiae FGSC 9721. V případě pozitivní kontroly byly na transformaci použity 

nenaštěpené shuttle vektory, jako negativní kontroly byly použity linearizované shuttle 

vektory. Z narostlých kolonií S. cerevisiae (Obr. 19) byla pomocí alkalické lýze 

izolována plasmidová DNA, která byla následně použita na transformaci 

elektrokompetentních buněk E. coli TOP10.  

 

 
 

Obr. 19 Ukázky výsledků transformace S. cerevisiae FGSC 9721.  

A - pozitivní kontrola transformace (pNDH-OGG),  

B - negativní kontrola transformace (naštěpený pNDH-OGG),  

C - transformace S. cerevisiae transformační směsí obsahující DNA amplikon lpsA1. 

 

K ověření přítomnosti DNA insertu v shuttle vektoru byla plasmidová DNA 

izolovaná z bakteriálních kultur E. coli podrobena PCR a restrikční analýze. Velikost 

DNA fragmentů po restrikci byla následující (Obr. 20): 

- pRS426::∆CpLDS1 - 3663 bp, 5693 bp (BamHI-HF) 

- pRS426::∆CpTF1 - 3587 bp, 5693 bp (BamHI-HF) 

- pRS426::∆CpFAH - 3663 bp, 5693 bp (EcoRI-HF) 

- pRS426::∆lpsA2 - 3191 bp, 5693  bp (BamHI-HF) 

- pRS426::∆CpTF2 - 3696 bp, 5693  bp (EcoRI-HF) 

- pNDH-OCT::CpLDS1mCherry
+
 - 1144 bp, 2060 bp, 2660 bp, 3810 bp, 4998 bp 

(EcoRI-HF + PvuI-HF) 

- pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry
- 
- 1293 bp, 2128 bp, 2660 bp, 3810 bp, 4371 bp 

(EcoRI-HF + PvuI-HF) 

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

- (SnaBI + NheI-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::lpsA1gfp
+
 - 669 bp, 2368 bp, 4508 bp, 5713 bp, 8842 bp (SnaBI) 

- pNDH-OGG::lpsA1 gfp
- 
- 669 bp, 1591 bp, 4429 bp, 5713 bp, 8842 bp (SnaBI) 

- pNDB-OGG::dmaW gfp
+
 (N-terminální fúze GFP) - 3202 bp, 3821 bp, 4871 bp, 

(NheI + XbaI) 

- pNDB-OGG::dmaW gfp
+
 (C-terminální fúze GFP) - 3202 bp, 3821 bp, 4871 bp 

(NheI + XbaI) 

- pNDB-OGG::dmaW gfp
- 
- 2425 bp, 3821 bp, 4871 bp (NheI + XbaI) 

- pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
+
- 2040 bp, 2441 bp, 8011 bp  

- (EcoRI-HF + SpeI-HF) 

- pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
- 
- 1637 bp, 2040 bp, 8011 bp  

- (EcoRI-HF + SpeI-HF) 

- pNDH-OCT::CpIaaH mCherry
+
 - 880 bp, 2134 bp, 2575 bp, 7169 bp  

- (HindIII + PstI) 

- pNDH-OGG::CpIaaH gfp
+
 - 477 bp, 880 bp, 1460 bp, 2575 bp, 7160 bp, 

(HindIII + PstI) 

- pNDB-OGG::CpIaaH gfp
+ 

- 477 bp, 880 bp, 1460 bp, 2575 bp, 6506 bp, 

(HindIII + PstI) 

- pNDH-OCT::CpTF2 mCherry
+
 - 911 bp, 2158 bp, 2816 bp, 6876 bp  

- (EcoRI-HF + EcoRV-HF. 

Plasmidová DNA s DNA insertem (Tab. 23) byla purifikována a přítomnost DNA 

insertu byla ověřena sekvenováním. 
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Obr. 20 Elektroforetogram reprezentativních vzorků shuttle vektorů s DNA inserty po restrikci.  

1 - pRS426::∆CpLDS1 2 - pRS426::∆CpTF1   

3 - pRS426::∆CpFAH 4 - pRS426::∆lpsA2  

5 - pRS426::∆CpTF2 6 - pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry
+
  

7 - pNDH-OCT::CpLDS1 mCherry
-
 8 - pNDH-OCT::CpTF1 mCherry

+
 

9 - pNDH-OCT::CpFAH mCherry
+
 10 - pNDH-OCT::CpFAH mCherry

-
  

11   pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
 12 - pNDH-OGG::lpsA1 gfp

-
  

13 - pNDB-OGG::dmaW gfp
+
 (N-terminální fúze GFP) 

14 - pNBD-OGG::dmaW gfp
+
 (C-terminální fúze GFP) 15 - pNDB-OGG::dmaW gfp

-
  

16 - pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
+
  17 - pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry

-

18 - pNDH-OCT::CpIaaH mCherry
+
   19 - pNDH-OGG::CpIaaH gfp

+
 

20 - pNDB-OGG::CpIaaH gfp
+
  21 - pNDH-OCT::CpTF2 mCherry

+
 

M - 1 kb Plus DNA ladder. 

 
Tab. 23 Přehled o počtu iźolovaných plasmidů v průběhu přípravy konstruktů pro deleci 

a konstitutivní expresi vybraných genů C. purpurea. 

 

Název Počet   Z toho

 izolovaných plasmidů pozitivních                        

pRS426::∆CpLDS1   10   10                      

pRS426::∆CpTF1    15    15  

pRS426::∆CpFAH    10   9   

pRS426::∆lpsA2    15   14   

pRS426::∆CpTF2      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::lpsA1gfp
+
    30   10   

pNDH::OGG::lpsA1 gfp
-
     60   10  

pNDB::OGG::dmaW gfp
+
 (N-terminální fúze GFP) 14   12   

pNDB::OGG::dmaW gfp
+
 (C-terminální fúze GFP) 14   11 

pNDB::OGG::dmaW gfp
- 

  8   8 

pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
+
    15   14   

pNAB-OCT::CpYUCCA mCherry
-  

 15   4    

pNDH-OCT::CpIaaH mCherry
+
    15   4    

pNDH-OGG::CpIaaH gfp
+
   15    12 

pNDB-OGG::CpIaaH gfp
+
   15   13 

pNDH-OCT::CpTF2 mCherry
+
   10   10    
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4.2 Transformace C. purpurea 

Připravené plasmidy pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+a pNDH-OGG::lpsA1 gfp

- byly společně 

s pNDH-OGG (volné GFP) použity na transformaci C. purpurea kmene 20.1 a Gal404. 

Výše zmíněné plasmidy byly izolovány pomocí NucleoBondXtra MidiPrep kitu, 

precipitovány isopropanolem a octanem sodným a linearizovány enzymem SbfI. Poté, 

co byla v agarosovém gelu ověřena velikost získaných DNA fragmentů                      

(pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+ - 22021 bp, pNDH-OGG::lpsA1 gfp

-- 21244 bp,                 

pNDH-OGG - 11094 bp) byla restrikční směs purifikována a použita na transformaci 

protoplastů. 

 

4.3 Diagnostická PCR 

Z předpokládaných primárních transformantů byla izolována gDNA, která byla použita 

na diagnostickou PCR ke kontrole integrace konstruktů. Velikost DNA amplikonů byla 

následující: 

Transformanti exprimující GFP (Obr. 21) 

- 1814 bp (primery hph_fw a Tgluc_rev) 

Transformanti exprimující LPS1-GFP (Obr. 22) 

- 2954 bp (primery hph_fw a lpsA1_sek2_rev) 

- 3795 bp (primery lpsA1-d_sek6_fw a Tgluc_rev) 

Transformanti exprimující LPS1 (Obr. 23)  

- 2954 bp (primery hph_fw a lpsA1_sek2_rev) 

- 3018 bp (primery lpsA1-d_sek6_fw a Tgluc_rev) 
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Obr. 21 Elektroforetogramy DNA amplikonů amplifikovaných z gDNA předpokládaných 

transformantů C. purpurea 20.1 (1-8) a C. purpurea Gal404 (1-8) exprimujících 

GFP.N - negativní kontrola (H2O), P - pozitivní kontrola (pNDH-OGG), M - 1 kb Plus DNA 

ladder. 
 

 
 

Obr. 22 Elektroforetogramy DNA amplikonů amplifikovaných z gDNA předpokládaných 

transformantů C. purpurea 20.1 (2-19) a C. purpurea Gal404 (1-16) exprimujících LPS1-GFP. 

A, C - primery hph_fw a lpsA1-sek2_rev, B, D - primery lpsA1-d_sek6_fw a Tgluc_rev, 

N - negativní kontrola (H2O), P - pozitivní kontrola (pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
), M - 1 kb Plus 

DNA ladder. 
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Obr. 23 Elektroforetogramy DNA amplikonů amplifikovaných z gDNA předpokládaných 

transformantů C. purpurea 20.1 (1) a C. purpurea Gal404 (1-21) exprimujících LPS1. 

A, C - primery hph_fw a lpsA1-sek2_rev, B, D - primery lpsA1-d_sek6_fw a Tgluc_rev, 

N - negativní kontrola (H2O), P - pozitivní kontrola (pNDH-OGG::lpsA1gfp
-
), M - 1 kb Plus 

DNA ladder. 

 

4.4 Monosporická izolace 

Pro monosporickou izolaci byly vybráni: 

- 3 transformanti C. purpurea 20.1 exprimující GFP  

- 3 transformanti C. purpurea 20.1 exprimující LPS1-GFP 

- 1 transformant C. purpurea 20.1 exprimující LPS1 

- 3 transformanti C. purpurea Gal404 exprimující GFP 

- 3 transformanti C. purpurea Gal404 exprimující LPS1-GFP 

- 3 transformanti C. purpurea Gal404 exprimující LPS1 

Metodou monosporické izolace byli získáni homokaryotní mutanti, u nichž byla 

přítomnost plasmidů pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
, pNDH-OGG::lpsA1 gfp

- 
a pNDH-OGG 

opět potvrzena pomocí diagnostické PCR. 
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4.5 Funkční ověření konstruktů  

Funkčnost konstruktů použitých na transformaci byla ověřena pomocí qPCR a Western 

blot analýzou. Vzorky použité na Western blot: 

- transformanti C. purpurea 20.1 exprimující GFP  

- transformanti C. purpurea 20.1 exprimující LPS1-GFP 

- transformanti C. purpurea Gal404 exprimující GFP 

- transformanti C. purpurea Gal404 exprimující LPS1-GFP 

- negativní kontrola - odpovídající WT kontroly 

- pozitivní kontrola - transgenní buněčná suspenzní kultura Arabidopsis thaliana, 

ekotyp Landsberg erecta (LER) exprimující GFP (poskytl Mgr. David 

Zalabák, PhD.) 

Z uvedených vzorků byly izolovány proteiny. Po sestrojení kalibrační křivky 

závislosti absorbance roztoků BSA na koncentraci BSA (Obr. 24), byla v získaných 

proteinových extraktech metodou Bradfordové stanovena koncentrace proteinů.  

Proteiny byly separovány v SDS polyakrylamidovém gelu a přeneseny na PVDF 

membránu, kde byly vizualizovány roztokem Amidočerně. Proteiny LPS1-GFP 

(421 kDa) a GFP (27 kDa) byly detekovány pomocí primární protilátky anti-GFP 

produkované v králíkovi. Jako sekundární protilátka byla použita protilátka                     

Goat anti-Rabbit produkovaná v koze proti králičím imunoglobulinům, která byla 

značena křenovou peroxidasou. Chemiluminiscenční signál byl detekován po přidání 

substrátu pro křenovou peroxidasu pomocí systému ChemiDoc MP (Obr. 25). 

 

 

 
Obr. 24 Kalibrační křivka závislosti absorbance roztoků BSA na koncentraci BSA. 
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Obr. 25 Fotografie PVDF membrány se separovanými proteiny po imunodetekci protilátkou 

antiGFP (A), překryv s membránou s vyznačeným markerem (B). 

1 - WT C. purpurea 20.1 (negativní kontrola) 

2 - C. purpurea 20.1 exprimující GFP, transformant 1  

3 - C. purpurea 20.1 exprimující GFP, transformant 2  

4 - WT C. purpurea Gal404 (negativní kontrola)  

5 - C. purpurea Gal404 exprimující GFP, transformant 1  

6 - C. purpurea Gal404 exprimující GFP, transformant 2 

7 - transgenní buněčná suspenzní kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg erecta (LER) 

exprimující GFP (pozitivní kontrola) 

M - PageRuller unstained protein ladder. 

 

GFP-fúzní proteiny byly imunoprecipitovány pomocí GFP-Trap_A. Jako pozitivní 

kontrola byl použit vzorek C. purpurea exprimující GFP, jako negativní kontrola byl 

použit WT C. purpurea. Proteiny označené jako lyzát, nenavázané proteiny a navázané 

proteiny získané během imunoprecipitace pomocí GFP-Trap_A byly separovány 

ve dvou SDS polyakrylamidových gelech. Separované proteiny byly následně barveny 

stříbrem (Obr. 26) nebo přeneseny na PVDF membránu, kde byly vizualizovány 

roztokem Amidočerně a poté detekovány pomocí již zmíněných protilátek.  
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Obr. 26 Fotografie SDS polyakrylamidových gelů se separovanými proteiny barvenými 

stříbrem po imunoprecipitaci GFP-fúzních proteinů pomocí GFP-Trap_A.  

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

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

1 - lyzát 

2 - nenavázané proteiny 

3 - navázané proteiny 

M - PageRuller unstained protein ladder. 

 

4.7 Epifluorescenční mikroskopie 

V hyfách C. purpurea exprimujících LPS1-GFP byla pomocí epifluorescenčního 

mikroskopu Axio Imager M2 sledována lokalizace LPS1. Jako pozitivní kontrola byl 

použit vzorek C. purpurea exprimující GFP. Pomocí barviva Hoechst 22358 byla 

ve dvoudenních hyfách C. purpurea vizualizována DNA a buněčné přepážky (septa) 

(Obr. 27-30).  
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Obr. 27 Hyfy C. purpurea Gal404 exprimující GFP (pozitivní kontrola).  

A - procházející světlo, B - vizualizace DNA (šipky) a sept (hvězdičky) pomocí Hoechst 33258, 

C - GFP, D - překryv. Měřítko odpovídá 20 µm. 

 

 

 

Obr. 28 Hyfy C. purpurea Gal404 exprimující LPS1-GFP  

A - procházející světlo, B - vizualizace DNA (šipky) a sept (hvězdička) pomocí Hoechst 33258, 

C - fúzní protein LPS1-GFP, D - překryv. Měřítko odpovídá 20 µm. 
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Obr. 29 Hyfy C. purpurea 20.1 exprimující GFP (pozitivní kontrola).  

A - procházející světlo, B - vizualizace DNA (šipky) a sept (hvězdičky) pomocí Hoechst 33258, 

C - GFP, D - překryv. Měřítko odpovídá 20 µm. 
 

 
 

Obr. 30 Hyfy C. purpurea 20.1 exprimující LPS1-GFP.  

A - procházející světlo, B - vizualizace DNA (šipky) a sept (hvězdičky) pomocí Hoechst 33258, 

C - fúzní protein LPS1-GFP, D - překryv. Měřítko odpovídá 20 µm. 
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4.8 Očkování žita 

Získaní transformanti byly společně s WT C. purpurea 20.1 a C. purpurea Gal404 

(Obr. 31) infikováni na žito.  

 

 
 

Obr. 31 Infekce žita C. purpurea Gal404 exprimující LPS1 (A, C) a odpovídající WT kontrolou 

(B, D).  

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

C, D - Tvorba skleorcií (50 dní po inokulaci)  
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5 DISKUZE 

Na přípravu konstruktů k transformaci vláknitých hub se v současnosti téměř výhradně 

využívají nové techniky klonování DNA, které snižují časovou i cenovou náročnost. 

Odhadovaná doba klonování delečního konstruktu (tvořeného třemi úseky) s použitím 

restrikce a ligace do plasmidu a následnou amplifikaci v E. coli je minimálně jeden 

měsíc. Využitím nových metod lze tuto dobu zkrátit na jeden týden. Tyto výhody 

poskytuje i kvasinkové rekombinační klonování (Joska et al., 2014), kterým se zabývá 

tato diplomová práce. V dnešní době existují i další alternativy klonování, jako např. 

GIBSON (Gibson et al., 2009), AQUA (Beyer et al., 2015) či USER cloning 

(Geu-Flores et al., 2007), které mohou v budoucnosti, hlavně díky dalšímu zrychlení 

přípravy, nahradit i kvasinkové rekombinační klonování. 

Pomocí této metody byly připraveny konstrukty pro deleci a konstitutivní expresi 

vybraných genů C. purpurea. Většina konstruktů pro expresi byla připravena tak, aby 

fluorescenční značka mCherry nebo GFP (Leroch et al., 2011; Schumacher,  2012) byla 

umístěna na C-konci zájmového proteinu. Na produkci funkčního proteinu však může 

mít vliv přítomnost fluorescenční značky i její umístění (Wink, 2006), proto byly také 

připraveny kontrolní konstrukty bez fluorescenčních proteinů a konstrukt, ve kterém je 

GFP fúzováno s N-koncem zájmového proteinu. Výhodou konstruktů obsahujících 

mCherry nebo GFP je jednak možnost jejich využití k lokalizaci fúzních proteinů 

pomocí fluorescenční mikroskopie (Herrmann et al., 2014), ale také možnost ověření 

jejich přítomnosti pomocí Western blot analýzy s použitím protilátky proti 

fluorescenční značce. Všechny konstrukty byly také připravovány s ohledem na jejich 

další využití pro komplementaci získaných delečních mutantů, proto nesou jiný gen 

rezistence oproti delečnímu. Část z připravených plasmidů již byla úspěšně použita 

k transformaci C. purpurea.  

Protože se jednalo o první testování kvasinkového rekombinačního klonování 

na pracovišti, bylo nutné tuto metodu optimalizovat. Ošetření linearizovaných vektorů 

alkalickou fosfatasou výrazně pomohlo v úspěšnosti klonování. Ačkoliv je dle literatury 

(Bessa et al., 2012) lepší variantou ošetření vektorů Taq polymerasou s dATP jako 

substrátem, vykazovala tato směs v porovnání s použitím alkalické fosfatasy nižší 

účinnost. Úspěšnost klonování byla u všech připravených konstruktů potvrzena jejich 

sekvenací. V nukleotidových sekvencích nebyly nalezeny žádné SNP 

(jednonukleotidový polymorfismus, z ang. single nucleotide polymorfism), inzerce ani 
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delece a to ani v případě, kdy byly do cílového vektoru klonovány čtyři rúzné DNA 

fragmenty najednou. 

Gen lpsA1 C. purpurea (10755 bp) kóduje trimodulární neribosomální 

lysergylpeptidovou synthetasu LPS1 (394 kDa), která je zodpovědná za syntézu 

ergopeptinů, zejména ergotaminu (Walzel et al., 1997; Haarmann et al., 2008). Problém 

při přípravě konstruktů s tímto genem nastal při klonování získaného DNA amplikonu 

do pDRIVE plasmidu. Přečištění PCR reakce fragmentovalo dlouhý amplikon, restrikce 

a sekvenování plasmidů ukázalo, že je přitomna vždy jen část klonovaného genu. 

Z tohoto důvodu byla sekvence lpsA1 rozdělena na čtyři kratší úseky, které byly 

klonovány do pDRIVE plasmidu samostatně. Po ověření sekvence byly tyto plasmidy 

použity jako templát pro amplifikace ke kvasinkovému rekombinačnímu klonování. 

Možnost rekonstruovat takto velký gen spojením více dílčích úseků by mohl být využit 

k vytvoření „nového“ proteinu, složeného z nové kombinace NRPS modulů.   

Při přípravě konstruktů se objevil také problém s izolací plasmidů.  Příčinou byla 

nejspíše velikost těchto plasmidů, která přesáhla 20 kb, roli také sehrál typ použitého 

shuttle vektoru tzv. high-copy plasmid (Schumacher, 2012) a větší počet DNA 

fragmentů použitých na rekombinaci v kvasince. Sekvenování získaných konstruktů 

bylo úspěšné a především jednoznačné, z čehož vyplývá, že lze pomocí metody 

kvasinkového rekombinačního klonování připravit i konstrukty o velikosti nad 20 kb 

poskládané z více různých DNA fragmentů.  

Připravené konstrukty pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+
 a pNDH-OGG::lpsA1 gfp

- 
byly 

společně s pNDH-OGG (volné GFP) použity na transformaci protoplastů dvou kmenů 

C. purpurea 20.1 a Gal404. Protože při transformaci dochází z velké části 

k mnohonásobné integraci konstruktu do genomu, je nutné dále pracovat s více 

mutanty, na kterých se ověří získaný fenotyp. Pro další práci byli tedy vybráni tři 

nezávislí transformanti, pouze v případě C. purpurea 20.1 exprimující LPS1 byl získán 

jen jeden transformant. Integrace plasmidové DNA byla ověřena diagnostickou PCR.  

Transformanti bývají nejčastěji heterokaryotní, to znamená, že buňka s 2 jádry 

má pouze jedno jádro s integrací transformačního konstruktu. Homokaryoti získáni 

monosporickou izolací mají zafixovanou genetickou informaci a lze je kultivovat bez 

selekčního tlaku antibiotika. 

Pro ověření obou konstruktů v C. purpurea byla použita metoda qPCR, v případě 

konstruktu pNDH-OGG::lpsA1 gfp
+ 

byla navíc zvolena metoda Western blotu. 

Elektroforetická separace proteinů o velikosti nad 200 kDa a jejich následný přenos 
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z gelu na membránu se však potýká hned s několika problémy. Při separaci proteinů 

v SDS polyakrylamidovém gelu platí, že migrace proteinů vykazuje lineární závilost 

na logaritmu jejich molekulové hmotnosti tj. velké proteiny se mnohem hůře separují 

(Laemmli, 1970). Řešením tohoto problému je obvykle použití gelů o nízké koncentraci 

akrylamidu nebo gradientových gelů (Casas-Terradellas et al., 2006).  

V SDS polyakrylamidovém gelu byly nejříve separovány proteiny extrahované 

z LER kultury a C. purpurea exprimujících GFP. Pomocí Western blotu byl v obou 

vzorcích detekován GFP (27 kDa). Tímto byla zároveň ověřena funkčnost primární 

a sekundární protilátky. Pro následnou separaci fúzního proteinu LPS1-GFP (421 kDa) 

byl zvolen 5% SDS polyakryamidový gel, který byl již dříve použit při analýze LPS1 

(Riederer et al., 1996). Nicméně přítomnost GFP-fúzního proteinu v transformantech 

prokázána nebyla. Příčinou mohl být například neúspěšný přenos tohoto proteinu z gelu 

na membránu, neboť u větších proteinů dochází k jejich precipitaci v gelu (Towbin 

et al., 1979). Tento problém může být zčásti vyřešen přídavkem SDS do přenosového 

pufru. Druhým důvodem neúspěšné detekce mohla být nízká koncentrace proteinu 

ve vzorku. Proto bylo přistoupeno na metodu imunoprecipitace GFP-fúzních proteinů 

pomocí GFP-Trap_A. Ačkoliv došlo k vychytání GFP-fúzního proteinu, následný 

Western blot byl opět neúspěšný a to i v případě, kdy bylo do přenosového pufru 

přidáno 0,05% SDS. Na druhou stranu, byl v gelu po separaci proteinů vizualizován 

band o velikosti nad 200 kDa, který byl přítomen pouze ve vzorcích transformantů 

C. purpurea exprimujících LPS1-GFP a nikoliv v odpovídajících kontrolách. S nejvěší 

pravděpodobností se tedy jedná o hledaný LPS1-GFP. Pro separaci GFP a LPS1-GFP 

byl také použit komerční gradientový gel (NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris 

gel - Thermo Scientific, USA), jehož výhodou je možnost simultánního rozdělení 

malých i velkých proteinů. Nicméně separace proteinů v tomto gelu nebyla ani zdaleka 

ideální. Z tohoto důvodu byly GFP a LPS1-GFP separovány samostatně vždy 

s odpovídající WT kontrolou.  

Ačkoliv se pro velké proteiny doporučuje tzv. tankový přenos přes noc při nízkém 

napětí a chlazení, může být velmi účinného přenosu vysokomolekulárních proteinů také 

dosaženo zahřátím gelu při přenosu (Kurien a Scofield, 2009). Tato varianta byla 

zvažována, nicméně z časových důvodů nebyl Western blot dále optimalizován.  

Pomocí epifluorescenčního mikroskopu byla sledována lokalizace LPS1-GFP. Stejně 

jako u C. purpurea exprimující GFP, byl fluorescenční signál detekován v cytosolu. 

Tento fakt koreluje i s literaturou, podle které jsou bakteriální a houbové neribosomální 
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peptidové synthetasy lokalizovány právě v cytosolu (Eisfeld, 2009; Imperi a Visca, 

2013). Pomocí barviva Hoechst 33258 byla vizualizována DNA. Toto barvivo se u hub 

také využívá k vizualizaci buněčných přepážek (tzv. sept), jimiž jsou jednotlivé buňky 

odděleny (Hua´an et al., 1991).  

Protože oba použité kmeny C. purpurea produkují námelové alkaloidy jen 

ve sklerociích, byli získaní transformanti společně s WT kontrolami infikováni na žito. 

V budoucnosti bude v získaných sklerociích metodou HPLC stanoveno množství 

námelových alkaloidů. Jelikož sklerocia mutanta C. purpurea 20.1 s deletovaným 

genem lpsA1 neprodukovala ergotamin (Haarmann et al., 2009), očekává se, že 

sklerocia těchto transformantů budou obsahovat zvýšené množství ergopeptidů nebo 

dojde ke zvýšení obsahu ergotaminu oproti ostatním ergopeptidům.  
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6 ZÁVĚR 

V teoretické části této diplomové práce byla vypracována literární rešerše na téma 

molekulární biologie Claviceps purpurea se zaměřením na využití metody 

kvasinkového rekombinačního klonování v souvislosti s přípravou konstruktů 

k transformaci. V rešerši byly také zmíněny nové techniky genetické manipulace 

vláknitých hub. 

V experimentální části bylo přistoupeno k optimalizacím metody kvasinkového 

rekombinačního klonování, které bylo následně využito k přípravě konstruktů 

k transformaci C. purpurea. Dva z připravených konstruktů pro expresi genu lpsA1 byly 

transformovány do dvou kmenů C. purpurea 20.1 a  Gal404. Poté, co byla 

u homokaryotních mutantů potvrzena integrace plasmidů pomocí diagnostické PCR, 

byla metodou qPCR ověřena jejich funkčnost. K detekci GFP-fúzního proteinu byla 

navíc použita metoda Western blotu. Nicméně ani v případě, kdy byl GFP-fúzní protein 

nejdříve precipitován pomocí GFP-Trap_A, nebyl Western blot úspěšný. Na druhou 

stranu, byl v SDS polyakrylamidovém gelu po separaci vizualizován band o velikosti 

odpovídající LPS1-GFP, tudíž nejspíše pouze nedošlo k jeho přenosu z gelu 

na membránu. Získaní transformanti byli společně s odpovídajícími WT kontrolami 

infikováni na žito. Z časových důvodů budou získaná sklerocia analyzována 

v budoucnosti.  
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

3´ OS 3´ okrajová sekvence  

5´ OS 5´ okrajová sekvence  

Act gen kódující aktin 

bar gen rezistence na fosfinotricin 

BiFC Bimolekulární fluorescenční komplementace (z angl.. Bimolecular 

fluorescence complementation) 

ble   gen rezistence na phleomycin 

BSA hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 

Cas9 CRISPR asociovaný protein Streptococcus pyogenes 

Cas9 D10A Cas9 bez nukleasové aktivity 

cDNA komplementární DNA 

clr2  gen kódující transkripční faktor zapojený do regulace exprese 

celulasového genu  

CpBle kodon-optimalizovaný gen rezistence na phleomycin pro C. purpurea 

CpFAH gen kódující předpokládanou ∆
12

 - desaturasu mastných kyselin 

C. purpurea (CPUR_00903) 

CpIaaH gen kódující předpokládanou IAM hydrolasu C. purpurea 

  (CPUR_04616) 

CpLDS1  gen kódující předpokládanou linoleátdiolsynthasu C. purpurea 

   (CPUR_00903) 

CpTF1 gen kódující předpokládaný transkripční faktor zapojený do regulace 

biosyntézy námelových alkaloidů C. purpurea (CPUR_01124) 

CpTF2 gen kódující transkripční faktor regulující expresi genů klastru 

biosyntézy ergochromů C. purpurea (CPUR_05433) 

CpYUCCA gen kódující předpokládanou flavinmonooxygenasu C. purpurea 

 (CPUR_04616) 

crRNA CRISPR RNA 

CRISPR/Cas z angl. Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat/CRISPR associated system 

dCas9 katalyticky inaktivní Cas9 

dmaW gen kódující dimethylallyltryptophansynthasu C. purpurea 

 (CPUR_04076) 

DMSO dimethylsulfoxid 

EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 

EMS ethyl-methylsulfonát 

fw primer označení primeru ve směru 3´→ 5´ (z angl. forward) 

gDNA genomická DNA 

gRNA z angl. guide RNA 

GFP zelený fluorescenční protein 

GFP gen kódující zelený fluorescenční protein 

hph   gen rezistence na hygromycin 

IAM indolyl-3-acetamid 

IPTG isopropyl β-D-1-galaktopyranosid  

ku70 gen kódující podjednotku NHEJ systému Ku70 

Ku80 podjednotka NHEJ systému 

lae1 gen kódující předpokládanou methyltransferasu  

LER kultura  buněčná suspenzní kultura Arabidopsis thaliana, ekotyp Landsberg 

erecta  

LPS1 lysergylpeptidová synthetasa 1 C. purpurea 

LPS2 lysergylpeptidová synthetasa 2 C. purpurea 

LPS3 lysergylpeptidová synthetasa 3 C. purpurea 

LPS4 lysergylpeptidová synthetasa 4 C. purpurea 
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lpsA1 gen kódující lysergylpeptidovou synthetasu 1 C. purpurea 

 (CPUR_04074) 

lpsA2 gen kódující lysergylpeptidovou synthetasu 4 C. purpurea 

lpsB gen kódující lysergylpeptidovou synthetasu 2 C. purpurea 

 (CPUR_04073) 

lpsC gen kódující lysergylpeptidovou synthetasu 3 C. purpurea 

mCherry gen kódující fluorescenční protein mCherry 

mCherry červený fluorescenční protein 

NHEJ nehomologní spojení konců DNA 

NP-40 nonyl-fenoxy-polyethoxyethanol 

NRPS neribosomální peptidová synthatasa 

NTG N-methyl-N´-nitro-N-nitrosoguanidin 

Hph gen rezistence na hygromycin 

HR homologní rekombinace 

HSVtk gen kódující thymidin kinasu herpes simplex viru 

OMPD orotidin-5´-monofosfát dekarboxylasa 

PAM z angl. Protospacer adjacent motifs 

PEG  polyethylenglykol 

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid 

Pgpd promotor glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenasy Aspergillus nidulans 

PoliC promotor podjednotky 9 mitochondriální ATPasy Aspergillus nidulans 

PVDF  polyvinylidenfluorid 

PtrpC promotor indol-3-fosfátsynthetasy 

pyr gen zapojený do biosyntézy pyrimidinů 

rev primer označení primeru ve směru 5´→ 3´ (z angl. reverse) 

RDV dva hypervariabilní zbytky  (z angl. repeat variable diresidues) 

RNAP II RNA polymerasa II  

RNAP III RNA polymerasa III 

RT pokojová teplota (z angl.. room temperature) 

SDH gen kódující scytalon dehydratasu  

SDS dodecylsíran sodný 

sgRNA z angl. single guide RNA 

SRS2 gen kódující ATP-dependentní DNA helikasu 

Taq Thermus  aquaticus 

TALEN  z angl. Transcription activator-like effector nucleases 

TEMED tetramethylethylendiamin 

Tgluc Glukanasový terminátor Botrytis cinerea 

tracrRNA z angl. transactivating crRNA 

Tris 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol 

Ttrpc   terminátor indol-3-fosfátsynthetasy Botrytis cinerea 

Ttub   Tubulinový terminátor Botrytis cinerea 

Tween-20 PEG-20-ether monosorbitanester kyseliny laurové 

ura3 gen kódující orotidin-5-fosfátdekarboxylasu 

ura5 gen kódující orotátfosforibosyltransferasu 

WT divoký kmen (z angl. wild type) 

x-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid 

 

 


