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Anotace

Cilem této prace bylo potvrdit vytipovanou telomerovou sekvenci TTTTTTAGGG v DNA
houby Mortierella antarctica. Soucasti prace bylo osvojeni si metod kultivace a zachazeni se
zkoumanym druhem v laboratornich podminkach. Dale jsem optimalizoval izolaci DNA,
pfiCemz jsem srovnaval ucinnost dvou z moznych postupt. Zkoumana DNA byla $tépena
exonukleazou BAL31 a nasledn¢ fragmentovana pomoci restrikénich enzymu. Sondy pro
studovanou telomerovou sekvenci oznadené izotopy 2P byly pouzity v hybridizaci po
Southernové blottingu. V této tzv. analyze terminalnich restrikénich fragmentt jsem potvrdil
telomerovou sekvenci zkoumaného druhu jako skute¢né telomerovou.

Kli¢ova slova
Mortierella antarctica; telomery; DNA; gelova elektroforéza; TRF analyza; Southerntiv pifenos

Annotation

The aim of this work was a confirmation of the candidate telomere sequence TTTTTTAGGG
in the genome of the fungus Mortierella antarctica. The work included an optimization the
methods of cultivation and handling of the species studied in laboratory conditions.
Furthermore, 1 optimized the DNA isolation, comparing the efficiency of two possible
procedures. The examined DNA was cleaved by BAL31 exonuclease and subsequently
fragmented using restriction enzymes. Probes labeled with 3P isotopes were used in
hybridization after Southern blotting. In this so-called terminal restriction fragment analysis, |
confirmed the telomeric sequence of the species studied as truly telomeric.
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1 Uvob

Mezi nespornymi vyhodami prace s rodem Mortierella, ale i dalsim podobnymi houbovymi
organismy, patii jejich jednoduchost kultivace, rychlost rastu a snadna manipulace. Proto se
jevi jako vhodni kandidati pro vyzkum v molekularni biologii, genetice a evolu¢ni biologii.
Mnoho principti a poznatkt ziskanych u téchto modelt lze aplikovat na vétSinu zivych
organisma. Jednim pfikladem mohou byt telomery chranici konce chromozomu. Ackoliv byly
poprvé jednoznac¢né prokazany u modelového prvoka Tetrahymena thermophila (Blackburn
a Gall, 1978), dnes se staly cilem intenzivniho badani mediciny kvuli jejich souvislosti se
starnutim ¢i rakovinou. (Fan et al., 2021)

Cilem této préace je pochopeni a optimalizace laboratornich metod molekularni biologie
a potvrzeni kandidatni telomerové sekvence houby Mortierella antarctica pravé pomoci téchto
metod.

1.1 Teoreticky Gvod

1.1.1 Rod Mortierella

Rod Mortierella se z hlediska taxonomie nachazi v ¢eledi Mortierellaceae, tadu Mortierellales,
ttidé Mortierellomycetes, podkmenu Mortierellomycotina, kmenu Mucoromycota, fise Fungi
(houby) (Wagner et al., 2013). Dale se fadi do skupiny zygomycetnich hub, viz Obrazek 1, na
kterém je zaClenéni taxonu Mucoromycota mezi ostatni zygomycetni houby v ramci
fylogenetického stromu (Spatafora et al., 2016). Do rodu Mortierella fadime zhruba devadesat
znamych druhti. Mezi nejznaméjsi zastupce patii druhy M. alpina, M. antarctica, M. bisporalis,
M. indohii, M. polycephala nebo M. reticulata (Sang et al., 2022). Tyto houby se nejcastéji
vyskytuji v pude ¢i v rhizosféfe, tedy svrchni vrstvé piidy prostoupené koteny rostlin, a dale na
zivocisnych a rostlinnych zbytcich. Pravé na odumfielych organickych pozustatcich se tyto
houby zivi (Webster a Weber, 2007).
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Obréazek 1: Fylogeneticky strom skupiny zygomycetnich hub. Znazoriiuje podobnost mezi
jednotlivymi taxonomickymi jednotkami.

Zastupce tohoto rodu lze nalézt na kazdém kontinentu, véetné Antarktidy (Vandepol et al.,
2020). Tomu piispiva jejich schopnost prezit jak v teplém, tak i studenem prostiedi. Nekteré
druhy povazujeme za psychrofilni organismy, diky jejich schopnosti snaset i polarni podnebi
(Webster a Weber, 2007).

Zivotni cyklus zygomycetnich hub, kam rod Mortierella patii, je zndzornén na Obrazku 2.
Z hlediska morfologie pozorujeme, Ze mycelia (podhoubi) ¢asto nejsou rozdélena septy
(pfepazkami mezi butikami) a mohou mit vice jader v buitkach. Mycelia byvaji velmi jemna
a na agarovych médiich vytvareji typické kruhové ttvary a uvadi se, ze maji zapach podobny
Cesneku. Typickeé pro né je redukce columelly (centrélniho jadra) v sporangiich, jez se nachazi
na vétvenych ¢i nevétvenych shihajicich se sporangioforech. Sporangia obsahuji druhové jen
maly pocet spor, coz zavisi i na vn€j$im prostredi. (Webster a Weber, 2007)
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Obrazek 2: Zivotni cyklus zygomycetnich hub. A — Spodni cyklus zobrazuje fazi nepohlavniho
rozmnozovani. Hyfy produkuji sporangia obsahujici mnozstvi haploidnich sporangiospor
pomoci mitdzy. Tato sporangia nasledné puknou a uvoliuji spory, z nichZ se znovu vytvoii
hyfy. B — Horni cyklus ukazuje fazi pohlavniho rozmnozovani. V této fazi se plus a minus
haploidni (n) typy slouci v heterokaryotické zygosporangium (2n), néhoZz vnika splynutim jader
diploidni zygotni Gtvar. (Pasrija a Naime, 2022)

U tohoto rodu se vyskytuji i méné obvyklé a znamé metody rozmnozovani. V agarovém
prostiedi se snizenym obsahem zivin se druhové vyviji zygospory, jez slouzi jako prostiedek
pohlavniho rozmnozovani. Tyto zygospory mohou byt obaleny vrstvou sterilni hyfy, ale mohou
byt i nahé. Za zhorSenych podminek se nékteré druhy mohou nepohlavné mnozit tvorbou
chlamydospor, které se usadi na povrchu a mohou pteckat do doby, nez se zlepsi okolni
podminky. V rodu Mortierella se nachazeji druhy jak heterothalické, které maji ve stélce
rozmnoZzovaci organy jen jednoho pohlavi, tak homothalické, jez v jedné stélce mohou mit
rozmnoZzovaci organy obou pohlavi. (Webster a Weber, 2007)

Posledni dobou se ve védé o houby rodu Mortierella projevuje zvySujici se zajem. Ma to hned
nékolik duvodu. Tyto houby mohou hrat daleZitou roli v ptidnich mikrobiomech a podporovat
rust rostlin diky schopnosti proménovat nerozpustné formy fosforu v rozpustné (Sang et al.,
2022). Jiné druhy se mohou chlubit schopnosti produkovat mastné kyseliny, a tak se



prozkoumava jejich potencialni vyuziti Vv potravinaistvi (Telagathoti et al., 2021). Druh
M. wolfii spojen s infekcemi vyvolavajicimi aborty u chovného skotu (Davies et al., 2010).

1.1.2 Telomery

Telomery se nachazi na koncich linearnich chromozomu u valné vétsiny eukaryotickych bunék.
Ptikladovou vizualizaci telomerové DNA na chromozomech se nachazi na obrazku 3. Jedna se
0 nukleoproteinové struktury, jejichz nosnou konstrukci je repetitivni sekvence DNA, ktera
zdanliveé neplni zadnou funkci. U ¢loveka, stejn€ jako u vSech ostatnich obratlovcii, a dalSich
organismi jsou telomery tvotreny sekvenci TTAGGG (tj. dvé baze thyminu, jedna adeninu a tfi
guaninu), kterd se neustale opakuje. V piipadé rodu Mortierella byla telomerova sekvence
predikovana z dostupnych sekvenénich dat nové generace jako minisatelit TTTTTTAGGG
a publikovana v bakalafské praci o evoluci telomer napti¢ eukaryotickou tisi (Bubenik, 2020).
Telomery jsou soudasti zivotné dilezitého ochranného mechanismu. Resi dva zésadni
problémy, se kterymi se DNA potyké, konkrétné problém ochrany konct a problém replikace
koncu (Peska a Garcia, 2020).

10 um

Obrazek 3: Vizualizace telomerové DNA na chromozomech rostliny kladivniku nadherného
(Cestrum elegans, Solanaceae). Cervené zvyraznény chromozomy a zelené jejich telomery
znacené sondou pro sekvenci TTTTTTAGGG, ktera je shodou okolnosti stejna jako kandidatni
telomerova sekvence M. antarctica. (Peska, 2017, upraveno)

Vlivem metabolickych procest v bunikach ¢i ionizujiciho zafeni z okolniho prostiedi dochazi
v bunkach ke dvoufetézcovym zlomtim, jez ohrozuji celistvost chromozomu. Tim, ze se konce
opatiené telomerami 1isi od zbytku chromozomu, je mozné tyto zlomy napravit. (Peska, 2017)



Druhy problém, spojeny s replikaci (end-replication problem), je zptsoben mechanismem,
jakym se linearni DNA kopiruje z jedné molekuly do dvou dcefinych. Béhem replikace DNA
se puvodni matetské fetézce oddali a na kazdém z nich vznikaji dcefiné fetézce tim, ze na
matefsky nasedd RNA primer, od n¢hoZz zaéne DNA polymeraza replikovat DNA podle
predlohy mateiského fetézce. Problém nastava na koncich, kde uz neni kam primerovou RNA
nasadit, a tudiz zde polymeraza nedokaze dostavét fetézec uplné. Kvili témto procesim se
s kazdou replikaci ztraci ¢ast terminalni DNA. Telomery zde funguji jako ,,naraznikova zéna“,
Kterd nabizi rezervu pii replikaci pro DNA. Jejim ¢asteénym ubytkem neni nijak pozménéna
funkce chromozomového konce, jelikoz se jedna o nekoddujici ¢ast DNA. (Peska, 2017)
V prubéhu Zivota organismu se tyto telomery zkracuji, coz mlze byt spojeno se starnutim
(Blackburn a Gall, 1978).

Telomery mohou byt prodlouzeny enzymem telomerdzou, ktera pomoci reverzni transkripce
dokaze vyrabét DNA podle svoji pfedlohy (templatového mista uvniti molekuly RNA, ktera
tvoii podjednotku celého enzymu), a tim umi doplnit konce telomer de novo. Avsak u ¢lovéka

se telomerdza ptirozené vyskytuje pouze v embryonalnich, kmenovych a rakovinnych buiikéch.
(Peska, 2017)
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2 MATERIALY A METODY

2.1 Popis kmene M. antarctica pouzitého v této praci

Vychozim materialem byl vzorek M. antarctica CBS 609.70(T) ze shirky prof. RNDr. Jozefa
Noska, DrSc. (Univerzita Komenského v Bratislavé). Na jeho doporudeni jsme testovali
kultivaci na ruznych médiich (PD a CZ-D, viz nize) pti teploté 21 °C. Na obrazku 4 vidime
ukazku M. antarctica z predem zminéné sbirky. Druh byl poprvé popsan roku 1969 po jeho
nalezeni v antarktické ptidé (Embree, 1971). Odhadovana velikost genomu piibuznych kment
M. antarctica je 35.46-39.63 Mbp (Vandepol et al., 2020).

Obrazek 4: Kolonie M. antarctica na misce s kultivaénim médiem YPD. Sn¢hov¢ bily nartst
piiblizné tydenni kolonie. Foto ziskano od prof. J. Noska (UK Bratislava).

Tento organismus je fazen do bezpecnostni kategorie ,,BioSafetyLevel 1%, jiz oznaCujeme
organismy, které neptedstavuji pro clovéka zadné vyznamné nebezpeci. Jedna se nejcastéji
zname o mikroorganismy, které obvykle nezpusobuji zadné nemoci. V laboratofich pro tuto
bezpecnostni kategorii stale plati zakladni pravidla, jako je myti rukou a zékaz jezeni ¢i piti.
Dle potieby se nosi laboratorni plasté, rukavice a ochranné bryle, ale obvykle neni potieba
dodrzovat zadna zvlastni opatieni nebo podstoupit speciélni vycvik.

2.2 Potato dextrose broth (PD)

Toto kultivaéni médium na bazi glukdzy a bramborového extraktu je doporucovano pro
kultivaci bakterii, plisni, kvasinek ¢i hub z rodu Mortierella. Ve své praci jsem pouzival
komer¢né dostupny polotovar od firmy MERCK (obj. ¢. P6685) ve formé sypké smési. Pro
konec¢nou piipravu jsem pouzil destilovanou vodu, 24 g/l PD smési a ptipadné 14 g/l agaru od
firmy DUCHEFA, pokud jsem chtél vytvofit pevné PDA misto tekutého PD. Agar dava médiim
pevnou gelovou konzistenci. Roztok jsem pfelil do nadoby a jeji vicko zaviel jen volné, aby se
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mohl vyrovnavat tlak pii stoupani teploty. Dale jsem upevnil vicko jen alobalem. Nechal jsem
vafit pfiblizné¢ 30 min Vv papinaku. Po dikladném rozmichani jsem mohl produkt sterilné pielit
do misek ¢i banék.

2.3 Czapek-Dox (CZD)

Pii piipravé jsem postupoval podobné jako u PD. Do destilované vody jsem namichal 30 g/l
titinového cukru, 1 g/l K2HPOg4, 0,5 g/l MgSOs, 0,5 g/l KCI, 0,01 g/l FeSO4 a 2 g/l NaNOa.
Pokud jsem vyrab¢l pevné CZDA, musel jsem piidat i 15 g/l agaru. Dale jsem roztok michal
a varil obdobn¢ jako u PD.

2.4 Pasazovani kultur

Premistovani vzorku kultur do novych médii se musi provadét v digestofi za sterilnich
podminek. Prace se nejlépe provadi pobliz hoticiho kahanu, ktery spali ptipadnou kontaminaci,
napft. cizorodé spory plisni. Zaroven ozihavame hrdla sterilnich banék, lahvi s kultivacnimi
médii, jejich vicka a hlinikové krytky, mikrobiologické klicky a podobné nastroje pro
manipulaci biologického materidlu sterilnim zptisobem. Naptiklad jsem zaoCkovaval Cista
média kousky kolonii hub z pevného média, pomoci kovové mikrobiologické klicky, kterou
jsem pied kazdym pouzitim vyzihal.

V piipadé, Ze jsem vyséval vzorek z tekutého média na agarovou misku, pouzil jsem pipetu
a sterilni Spi¢ku pro nabrani suspenze bunék z kultury a sklenénou hokejku pro rovnomérné
rozprostfeni. Hokejku jsem vzdy pted pouZitim namocil do 75% ethanolu, vyZzihal a nechal
vychladnout na laboratorni teplotu, nebo ochladil o sterilni médium v misce. Hokejkou jsem po
meédiu pohyboval bez vyvijeni tlaku.

2.5 lzolace DNA metodou s pouzitim CTAB

Nejprve jsem oddélil zkoumané buiky od média pouzitim odstfedivky na 5 minut a pii sile
2000 g. Bunky sedimentuji, zatimco horni vrstvu tvoii ¢iré médium. Ziskany vzorek bunék jesté
lze osusit stla¢enim mezi dvéma silnymi vrstvami filtra¢niho papiru a pak jsem jej umistil do
tieci misky. Za postupného piilévani tekutého dusiku, diky kterému buriky ztvrdnou a stanou
se kiehci, jsem drtil pfiblizné 10 min. Drcenim a mrazenim se narusi bunécéné stény a obsah
bunck, vcetné solubilni DNA, se v dalSim kroku dostava do kontaktu s vodnym extrakénim
pufrem.

Vysledny produkt, jemny zmrzly prasek smichame s extrak¢nim pufrem na bazi vodného
roztoku detergentd, soli a inhibitord nukleaz v objemoveém poméru 1 : 1. Suspenzi jsem fadné
promichal, ale snazil jsem se zamezit nadbyte¢nému vzniku pény. Pak jsem suspenzi vlozil i se
zkumavkou do vodni lazné o teploté 65 °C na 15 minut (ob¢as Se promicha). Potom jsem piidal
1/5 objemu 3M octanu draselného a po promichani jsem polozil na led na 5 min. Vzniklou
suspenzi jsem odstiedil (15 min, 5000 g pti 4 °C) a sesbiral jsem supernatant (tj. tekutina nad
sedimentem) do cisté zkumavky. Pridal jsem 1 ml fenol-chloroform-isoamylalkoholu
(25: 24 :1) a vznikly roztok jsem znovu zamichal za vzniku mlécné suspenze, kterou jsem
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odsttedil (5 min, 10000 g). Odebral jsem horni (vodni) fazi do ¢isté zkumavky a pak piidal 1V
chloroform-isoamylalkoholu (24 : 1) a opakoval jsem odstfedéni (5 min na 10000 g) a odebirani
vodni faze do ¢isté zkumavky.

Nyni se muze ptidat do zkumavky 0,5 pl RNazy A (nukleazy specifické pro RNA, zatimco
DNA zistava nestépena, 10 mg/ml). Vzorek jsem promichal a ponechal na 30 min v inkubéatoru
pii 37 °C. Potom jsem piidal 0,6V isopropanolu, znovu rozmichal a nechal jsem 1 hodinu
precipitovat DNA pfi laboratorni teploté. VVznikly precipitat jsem oplachl v 75% etanolu (coz
znamena centrifugaci a odstranéni isopropanolu, pelety 3 min vysusit v exsikatoru, a ptidat
ethanol) promichal, centrifugoval, odstranil ethanol a dosusil v exsikatoru. Nakonec jsem
precipitat rozpustil v malém mnozstvi vody (napi. 30—100 pl) 10 min pii 37 °C nebo pies noc
pii 4 °C.

2.6 Priprava CTAB buffer (pufru)

K zdkladnim laboratornim znalostem jisté patii pouzivani mikropipet s nastavitelnym
objemem. Obvykle se pouziva vice pipet, pficemz kazdd ma jiny rozsah pro kapacitu a je tieba
se udrzet mezi minimalnim a maximalnim objemem. Samotnad pipeta se do kontaktu
s kapalinami nedostava, jelikoz se pouzivaji jednorazové Spicky, jez se vymeénuji po kazdém
pouziti. Nejprve se na pipeté se Spickou nastavi objem, ktery je tfeba nabrat, a stlaci se pist na
vrSku do prostfedni polohy. Nyni se ponoii $picka do vzorku a nabere se spuSténim pistu
nahoru. Pro vyliti obsahu staci stisknout pist do spodni polohy.

Extrakéni pufr vznika smichanim 650 pl pufru A, 650 pl pufru B, 260 pl pufru C, 175 pl 1%
PVP (polyvinylpyrrolidon) a 10 ul proteindzy K (20 mg/ml). Pufry A, B a C maji nasledujici
slozeni:

pufr A: - 0,35M sorbitol
-0,1M TRIS-HCI pH 9
-5mM EDTA pH 8
pufr B: -2% CTAB
-0,2M TRIS-HCI pH 9
-50mM EDTA pH 8
- 2M NaCl

pufr C: - 5% roztok SDS
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2.7 lzolace DNA pomoci E.Z.N.A.® DNA/RNA Isolation Kit

Oproti pfedchozi metodé umoziuje tato metoda soucasné izolovat DNA i RNA. Podobné jako
u predchozi metody izolace DNA jsem musel homogenizovat buiky v tekutém dusiku a ptidat
pufr pro lyzu (lysis buffer), jenz se nalézé v soupravé pro tuto metodu. Homogenizuje se bud’
za pomoci rotor-stator homogenizétoru, nebo opakovanym protla¢enim vzorku Uzkou jehlou.
Nasledné se provadi izolace pridavanim roztokd ztéto komercni soupravy, odstiedénim
ananaSenim vzorku na malou kolonku, ktera vaze nukleové kyseliny. Cely postup
a dokumentaci k soupravé/kitu lze nalézt na strankach vyrobce. (Omega Bio-tek, Inc., 2023)

2.8 Kontrola kvality a integrity genomové DNA pomoci gelové elektroforézy

Princip elektroforézy spociva v tom, ze DNA, ktera je zaporné nabita, se v elektroforéze
vlivem elektrického proudu za¢ne posouvat smérem k anodé (+). V zavislosti na délce
fragmentd DNA se molekuly separuji v agar6zovém gelu a putuji s riznou rychlosti, tedy
kratké molekuly migruji rychleji nez dlouhé. Pokud je genomova DNA intaktni (neporusena
degradaci nukleaz a podobn¢), Ize ji pozorovat jako kompaktni prouzek blizko za startovni
jamkou, v takzvané zon¢ komprese. V piipad¢ izolované celkové RNA jsou viditelné vyrazné
pruhy ribozomalnich RNA (rRNA). Nestépena intaktni eukaryotickd genomova DNA by méla
byt po izolaci ve stavu tak dlouhych fragmenti, ze se v konvenéni elektroforéze nedokaze
rozdélit a jen velmi pomalu putuje zminénym zpiisobem smérem k anodé. Porovnat ji lze
s prouzky velikostniho markeru o definovanych délkach a mnozstvi. Pokud by genomova DNA
byla degradovana nukledzami, vznikala by namisto kompresni zony vyrazna Smouha misto
pruht.

2.9 Priprava agarozového gelu

Agardzovy (téz separaéni) gel jsem piipravoval namichanim 1% roztok agarézy ve 120 ml TAE
pufru. Roztok jsem postupné ohfival v mikrovinné troubé a kazdych 20-30 s zastavoval
m. troubu a opatrné promichaval obsah banky, aby jeji obsah nevyviel z nadoby. Takto jsem
pokracoval, dokud nebylo dosazeno kompletniho rozpusténi agardzy a nezistal jen ¢iry horky
roztok. Do néj jsem piidal 0,01% ETBR (12 pl ethidiumbromidu), coz je barvivo, jez se vaze
na nukleoveé kyseliny, a tim se zvysi jeho fluorescence po ozareni UV svétlem. Horky gel jsem
pak opatrné nalil do formy s hiebinkem na startovni jamky a ponechal ho vychladnout na
laboratorni teplotu v digestofi, dokud gel neztuhl.

2.10 Postup pri elektroforéze

Nejprve jsem vlozil formu s gelem bez hiebinku do odpojené a vypnute elektroforézy. Soustavu
jsem zalil pufrem 1x TAE tak, aby byl gen ponofeny. Do jedné jamky od hiebinku jsem nanesl
roztok velikostniho markeru a pak vzorky smichané snanasecim pufrem (barvou 6x
koncentrovanou) v poméru 1 : 5. Nasledné jsem zaklopil a zapnul elektroforézu (ve sprdvném
sméru el. pole) a pockal, nez se vzorky dostatecné separuji. Vysledek jsem mohl vyfotografovat
pod UV svétlem ve specidlnim ptistroji s kamerou (transiluminator s dokumenta¢nim
systémem).
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2.11 TRF metoda

TRF analyza (ang. Terminal Restriction Fragment analysis) se pouziva b&hem zkoumani
telomer. Obecné pracuje s restrikénimi enzymy, které §tépi DNA na konkrétnich
sekvencich — specifickych restrikénich mistech. Jestli ale je zndma zkoumana telomerova
sekvence, lze vyuzit enzymi, které nebudou $tépit telomerovou DNA tak, aby se na nich
nevyskytla cilova restrikéni mista, ale $tépil se zbytek DNA na kratké fragmenty (desitky bp).
Tim se netelomerova DNA postupné cilené degraduje a v elektroforéze putuje v oblasti velmi
kratkych fragmenti, zatimco telomerovd DNA se zachova ve své piirozené délce.

Izolovanou DNA M. antarctica jsem stépil v nékolika casovych intervalech pomoci
exonukleazy BAL31. Tento enzym postupné $tépi celou DNA, ale zacina ji §tépit vzdy od
konct fragmentl. Piisobeni BAL31 miize byt zastaveno chelatonovym ¢inidlem, ktery inhibuje
tento enzym. S narGstajicim ¢asovym Usekem by mélo byt mozné pozorovat vyrazny posun
fragmentt telomerové DNA do kratSich délek. Abych odlisil telomerovou DNA od zbytku
genomu, rozstépil jsem vzorky po BAL31 za pouziti restrikénich enzymt Msel, Ncol a Haelll.

Prvni gen, Msel, ptivodem z rodu Micrococcus, nachazi své restrikéni misto na sekvenci AATT
ve sméru 3" do 5" (pokazdé plati i obracena sekvence v opaéném sméru). Gen z Ncol pochazi
z druhu Nocardia corallina. Jeho restrikéni misto se nachazi na sekvenci GGTACC ve sméru
3" do 5". Gen Haelll z Haemophilus aegypticus zase $tépi na iseku CCGG ve sméru 3" do 5".

Vsechny tyto enzymy pusobi na tsecich, jez se nevyskytuji ve vytipované telomerové sekvenci

TTTTTTAGGG. Takto zpracovana a fragmentovana DNA se separuje v elektroforéze a pienasi
pomoci metody Southernova pienosu na nitrocelul6zovou membranu, kterou je mozné
hybridizovat s radioaktivné znacenou sondou a vizualizovat specificky signal odpovidajici
telomerové DNA.

2.12 Southerniiv pienos

Tato metoda umoziuje prenést DNA z agar6zového gelu na membranu. DNA na membrané se
vystavi sondam s radioaktivnim izotopem, jez hybridizuji na molekule DNA, a tim ji
radioaktivné oznaéi. Zafeni se zobrazi na citlivé vrstvé detekénich fosforescenénich desek, diky
¢emuz lze poznat mista, kde se sondy piipojily k cilové molekule DNA. Grafické znazornéni
obecného postupu Southernova pienosu najdeme na obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma Southernova ptenosu. (Bell, 2022, upraveno)

Elektroforeticky separovanou DNA v gelu jsem depurinoval (¢aste¢né se tim dale fragmentuje)
pomoci 0,25N HCI. Potom jsem kratce oplachl gel destilovanou vodou a denaturoval DNA
ponotenim do alkalického roztoku hydroxidu sodného. Gel jsem vyjmul a polozil na papirovy
knot, jehoz konce jsou ponofené do roztoku NaOH. Na gel jsem umistil ¢istou membranu, na
kterou se DNA z gelu bude ptenaset pomoci kapilarniho vztlaku NaOH, ktery je nasavan
vrstvou buni€ité vaty poloZzenou na membranu. Pro tento el se vyrabi membrany obvykle
z nitroceluldzy nebo nylonu. Nad membranu jsem umistil vice vrstev savého papiru, buni¢itou
vatu a zavazi, aby se systém lehce zatizil a vSechny vrstvy k sobé té€sné doléhaly. Vlivem
kapilarnich tokt roztok NaOH vytla¢i DNA z gelu na membranu.

2.13 Znaceni oligonukleotidové sondy radioaktivnim izotopem 32P

Dalsim krokem je radioaktivni znaceni oligonukleotidovych sond, vtomto ptipadé
(CCCTAAA)z. Vyuzije se enzymaticke aktivity T4 polynukleotid kindzy (PNK), u niz je fosfat
obsahujici 32P v pozici gama (y-32P), na 5’- hydroxylovou skupinu DNA (viz obrazek 6, kde je
ilustrovana struktura ATP se tfemi fosfatovymi skupinami). Enzym je aktivni pfedev§im na
jednotetézcovych molekulach nukleové kyseliny nebo na 5’ pievisech u dvoufetézcové
nukleové kyseliny. V principu takto ozna¢ené sondy hybridizuji na komplementarnich usecich
denaturované DNA. Radioaktivni rozpad koncového fosfatu zajist'uje signal detekovatelny na
fotograficky film nebo sensitivni vrstvu detekénich desek.

16



NH,
\ N

ATP NEI \> béaze
N/ N

OH OH OH
Ho\p/o\l/o\‘]’/o 0
I | I
0 0 0
gama fosfat alfa fosfat 7
beta fosfat OH OH
g_v___l
cukr

Obréazek 6: Schéma ATP se tremi fosfatovymi skupinami. V této praci se vyuzivalo koncového znaéni,
tedy jen gama fosfat byl nahrazen fosfatem s izotopem 32P. (PerkinElmer, 2023, upraveno)

2.14 Hybridizace membréany s radioaktivné zna¢enou sondou a detekce signala
pomoci Typhoon™ FLA 9500

Hybridizace znafenych sond jsem dosahl umisténim membrany do sklenéného vélce
a naslednym ptidanim hybridiza¢niho roztoku se sondou. Valec se to¢i v tzv. hybridiza¢ni
picce, ktera =zajistuje kontakt membrény sroztokem otaenim valce a také udrzuje
pozadovanou teplotu optimalni pro hybridizaci (55 °C). Druhy den se membrana odmyva od
nenavazané sondy pomoci roztoku 2x SDS (dodecylsiran sodny) a 0,1 % SSC pufru. Takto
pfipravenou membranu jsem nakonec umistil do desek s vrstvou citlivou k ionizujicimu zatent,
na niz se zobrazi rozmisténi oznacenych sond na membrané. Toto rozmisténi Ize porovnat
s fotografii gelove elektroforézy s ETBR v UV svétle pied Southernovym pifenosem.
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3 VYSLEDKY

V pribéhu celé prace jsem pracoval s houbami M. antarctica, které byly kultivovany ve
specialnich médiich. M. antarctica dokaze rust jak v tekutych, tak na pevnych médiich, pfi¢emz
nejlépe se rozrostla v médiu PD, jak Ize pozorovat na obrézcich 7 az 9. Misky a baiiky byly
uchovavany ve tmé na tiepacce, diky které se obsah ban¢k vzdy promichaval, a za stalé teploty
21 °C. Pti kultivaci bylo nutné, abych piedesel kontaminaci médii plisnémi, bakteriemi a jinymi
organismy, coz vyzadovalo opatrné zachazeni.

Obréazek 7: 13denni M. antarctica na pevném médiu PDA. Lze pozorovat vétveny rust kolonie
do kruhu spolu s typickym bilym zbarvenim. Na okrajich neni rast tak husty jako uvniti kruhu.
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Obréazek 8: 13denni M. antarctica v tekutych médiich. A — Médium PD (vlevo). Rist vétsiho
mnozstvi bilych kolonii o riznych velikostech. B — Médium CZD (vpravo). Zde vyrostla jen
jedind mala pozorovatelnd kolonie s oranzovym zbarvenim. Pfi srovnani jasné vidime, ze

v médiu PD roste M. antarctica mnohem 1épe nez v médiu CZD.

Obrazek 9: 20denni M. antarctica v tekutych médiich vyfoceno zblizka. A — Médium PD
(vlevo). B — Médium CZD (vpravo). Kultury se pfili§ nelisi od obrazku 7, jen v médiu CZD se
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nachazi dvé mensi kolonie namisto jedné vétsi, coz pficitdm roztfepani ptivodni vétsi kolonie
v dob¢ mezi zachycenim obou fotografii.

B

Obrazek 10: M. antarctica na pevném médiu CZDA pod mikroskopem. A — pétinasobné
zvétSeni. B — desetindsobné zvétSeni. C — Ctyficetindsobné zvétSeni. Na vSech fotografiich
pozorujeme vétvenou strukturu hyf M. antarctica. Tmavé , kuli¢ky* jsou zygospory, které se
Casto tvofi u tohoto rodu v prostedich s nedostatkem zivin a $patnymi podminkami, jako to je
u média CZDA.
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Obrazek 11: M. antarctica na pevném médiu PDA pod mikroskopem. A — pétinasobné
zvétseni. B — desetinasobné zvétseni. C — Ctyficetinasobné zvétSeni. Znovu mizeme vidét, ze
médium PDA M. antarctica prospiva. Ve srovnani s obrdzkem 10 je plocha mnohem hustéji
zarostla a zaroven tu nenachazime zygospory, jak se dalo pozorovat na chud$im médiu CZDA.

3.1 Optimalizace izolace DNA

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, kterd z téchto metod pomuze ziskat nejlepsi vysledek,
abych mohl tuto metodu pouzivat nadale. Vhodnou metodu jsem vybiral na zakladé celistvosti
produktu separovaného na elektroforéze. Ocekaval jsem, Ze méné fragmentovana DNA by na
elektroforéze vytvofila jasné definované oblasti podobné ,,carkam*, zatimco produkt z metody,
ktera by vyustila v mén¢ kvalitni vysledek, by se na elektroforéze zobrazil jako dlouha nejasna
,.Smouha“.

Pro izolaci nukleovych kyselin mné¢ byly dostupné dvé metody — CTAB metoda a E.Z.N.A.®
DNA/RNA Isolation Kit. Ob¢ metody byly pouzity pro zkoumani vzork M. antarctica, s niz
jsem pracoval v pribéhu celé prace. Produkt obou postupii byl zobrazen na gelové elektroforéze
a vysledné obrazy jsem navzajem porovnal.
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Obrazek 12: Kontrola kvality izolované celkové RNA a genomové DNA pomoci gelové
elektroforézy. Nukleové kyseliny byly izolovany pouzitim E.Z.N.A.® DNA/RNA Isolation
Kit. Drahy 1 a 10 obsahuji zebiic¢ky 1 - GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific)
a 10-1 kb DNA Ladder (NEB). Startovni jamky jsou na obrazku nahote, ¢elo elektroforézy
dole. Jejich prouzky odpovidaji fragmentim s pfedem znamou velikosti. Drahy 2-5 obsahuji
celkovou RNA z rtiznych organismu (draha 5 — M. antarctica). Drahy 6-9 obsahuji genomovou
DNA z ruznych organismi, 9 z M. antarctica. Z obrazku vyplyva, ze celkovda RNA a genomova
DNA byla izolovana v dostate¢ném mnozstvi a kvalité. DNA zustavala v kompresni zoné nad
10 kb.
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Obrazek 13: Srovnani integrit izolované DNA. A — Elektroforéza DNA M. antarctica
izolované pomoci CTAB metody. 1 — Dréaha zebiicku GeneRuler 1kb DNA Ladder s rozsahem
250-10000 bp. 2 — Draha zkoumané DNA. Pti srovnani s zebtickem lze vidét, ze DNA je delsi
nez 10 tisic paru bazi. B — Elektroforéza DNA M. antarctica izolované pomoci E.Z.N.A.®
DNA/RNA Isolation Kit. 1 — Dréha zebticku GeneRuler 1kb DNA Plus Ladder s rozsahem 75—
20000 bp. 2 — Draha RNA M. antarctica. 3 — Draha DNA M. antarctica. RNA se rozdélila do
dvou vyraznych ,,carek* a kolem nich vidime ,,Smouhu‘. DNA je také pomérné€ fragmentovana,
jelikoz vidime jednu vyraznéj$i oblast, ale od ni pokracuje smérem dolii dlouhd postupné
mizejici ,,Smouha®.

Z vysledka v obrazku 13 je ziejmé, ze CTAB metoda dokaze ziskat produkt vyssi kvality,
jelikoz jeji DNA byla méné fragmentovana a liSila se vySs$i integritou ve srovnani s produkty
druhé metody. Avsak nesmime zapomenout, Ze toto srovnani metod slouzi jen pro ucely této
prace s M. antarctica. Je mozné, Ze méné ispésna metoda v tomto pokusu by fungovala lépe
pfi jinych aplikacich, a tudiz by nebylo spravné odvozovat, Ze by jedna metoda byla obecné
»lepsi® €1 ,,horsi“ nez ta druha.
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3.2 Nalez telomerove sekvence pomoci TRF a Southernova pi‘enosu

Poslednim Ukolem bylo pouziti Southernova pienosu pro dukaz vytipované sekvence
TTTTTTAGGG jako telomerové sekvence pomoci oznacenych sond, které by se nasadily praveé
na hledanou sekvenci. Pti této metodé jsem produkt rozlozil pomoci TRF a pienesl na
membréanu, kde jsem denaturovanou DNA vystavil radioaktivné ozna¢enym sondam, které
hybridizuji na korespondujicich Gsecich DNA.

Izolovanou DNA jsem nejprve rozdélil do ¢tyi vzorka a Stépil jsem je vyuzitim BAL31
exonukleazy, ale pokazdé na jinou dobu a s vyjimkou jednoho kontrolniho vzorku. Prvni nebyl
Stépen BAL31 a byl tak ponechdn, druhy se §tépil po dobu 15 minut, nez byl BAL31 inhibovan.
Tteti byl tak ponechan na 60 minut a ¢tvrty na 180 minut. Nasledn¢ jsem S$tépil vSechny Ctyti
enzymy pomoci Msel, Ncol a Haelll.

Takto fragmentovanou DNA jsem pomoci Southernova blottingu pienesl na membranu, kterou
jsem vystavil roztoku s oznacenymi telomerovymi sondami, jez se hybridizovaly na cilovych
usecich v telomerach. Umisténi radioaktivnich sond jsem zmapoval pomoci filmu, ktery je
citlivy na radioaktivni zafeni, a vznikly obraz jsem srovnal s fotografii elektroforézy rozstépené
DNA pied pienosem na membranu.
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Obrazek 14: Srovnani DNA M. antarctica rozlozené pomoci TRF. Vlevo — Fotografie
separované DNA zbarvené pomoci ETBR. Zobrazuje se veskera DNA. Drahy M —
Velikostni marker GeneRuler 1 kb DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) s rozpétim 75—
20000 bp. Drahy 1 a 2 — Puvodni izolovand genomovd DNA M. antarctica. Draha
2 obsahuje zfedény vzorek. Lze pozorovat, ze vétSina DNA zlstala pti délce vyssi nez 20
kb. Draha 3-6 — vzorky DNA, které byly rozstépen pomoci TRF (enzymy Msel, Ncol
a Haelll). Vzorek na draze 3 nebyl pfedem Stépen s BAL31. Vzorek na draze 4 byl St€pen
BAL31 15 min. Vzorek na draze 5 byl §tépen BAL31 60 min. Vzorek na draze 6 byl §t€pen
BAL31 3 hodiny. Stépena DNA zbarvena pomoci ETBR vypada na vsech drahich
podobné. Fragmenty dosahuji od zhruba 75 do 4000 bp, pfi¢emz nejvyssi koncentrace se
nachazi od 75 bp do 500 bp. Vpravo — Stejné vzorky separované DNA, ale zobrazeno je
pouze zafeni z radioaktivné ozna¢enych sond TTTTTTAGGG, takze jsou viditelné pouze
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fragmenty s hybridizovanymi telomerovymi sondami. Draha 1 — Podobny vysledek jako
pfi zobrazeni pomoci ETBR. Draha 3 — Hybridizace sond probéhla na fragmentech
o velikostech od 300 do 500 bp. Draha 4 — Podobny vysledek jako na draze 3, ale
fragmenty jsou vlivem BAL31 trochu kratsi, nékteré jen 200 bp dlouhé. Na vSech ostatnich
drahach nedokézeme pozorovat téméf zadny signal ze sond, coz vypovida o tom, ze BAL31
uz rozstépil fragmenty obsahujici telomery natolik, ze uz jejich sondy nedokdzeme
pozorovat. Jen na draze 5 lze vidét stopové mnozstvi v zoné kolem 300 bp. Tento obrazek
slouzi jako diikaz o nalezeni telomerové sekvence TTTTTTAGGG u druhu M. antarctica.

Na obrazku 14 nakonec vidime, jak hybridizovaly telomerové sondy na separovanou DNA
M. antarctica. Vlivem $tépeni koncti enzymem BAL31 zmizely telomerové fragmenty do jedné
hodiny Stépeni. BAL31 typicky S§t€épi DNA od koncti, kde se pravé telomery nachdzeji.
Vzhledem k tomu je ziejmé, Ze $tépit se vZzdy budou nejprve fragmenty telomer.

Dale mizeme odhadnout i délky telomer na koncich chromozomi. Z vysledku elektroforézy
vyplyva, Ze vétSina telomerovych fragmentd, které nebyly §tépeny enzymem BAL31, dosahuje
délek 300 az 500 bp. Tento rozhas mizu pouzit jako hruby odhad délek telomer M. antarctica.

Tim se potvrzuje kandidatni sekvence TTTTTTAGGG jako telomerova pro houbu
M. antarctica, tedy bylo dosaZeno stézejniho cile této prace.
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4 ZAVER

V tvodu jsem si vyty¢il cil optimalizovat metody pro laboratorni praci. Proto byly srovnany
dvé mozné metody pro izolaci DNA u zkoumaného druhu, z nichz CTAB metoda vzesla jako
nejvhodnéjsi diky kvalitngjsimu a vice neporusenému produktu.

Avsak za vyznamnéjsi vysledek povazuji zobrazeni telomer a potvrzeni jejich sekvence
pouzitim telomerovych sond. Zde jsem pomoci vybranych enzymi rozstépil izolovanou DNA
M. antarctica v ramci TRF. Takto zpracovanou DNA jsem piesunul podle Southernova pienosu
na membranu, na niz jsem oznaCil fragmenty pomoci telomerovych sond
obsahujici radioaktivni izotopy *2P. Hybridizaci t&chto sond na telomerach jsem potvrdil diky
zobrazeni zateni zachyceného na deskach citlivych na radiaci.

Tato préce navazuje na poznatky a data jinych praci, a tim roz$ifuje znalosti o druhu M.
antarctica. Ziskané vysledky mohou byt vyuzity i pro dal$i vyzkum, napf. evolucni genetiky ¢i
samotnych telomer a chromozomu tohoto druhu, a mohou byt aplikovany v molekuléarni
biologii.
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