Tiché mutácie nie sú vhodné molekulárne markery homologickej rekombinácie u riasy Chlamydomonas reinhardtii
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Homologická rekombinácia je proces genetickej výmeny medzi dvoma homo-logickými úsekmi DNA. Je jedným z opravných mechanizmov poškodenej DNA a pomocou prestavieb genetického materiálu sa podieľa na genetickej variabilite.
Bodová mutácia arg2 (6073G→A) v géne kódujúcom argininosukcinát lyázu ARG7 je natoľko stabilná, že doteraz neboli pozorované spontánne reverzie [1]. Cieľom tejto práce bolo jednoznačne potvrdiť vznik pravých transformantov a homologickú rekombináciu medzi jadrovým genómom kmeňa 302cw15arg2 a plazmidom, ktorý obsahoval nefunkčný fragment štandardného génu ARG7. Do blízkosti mutácie arg2 a v rovnakom exóne boli pomocou PCR mutagenézy zavedené tri tiché mutácie 6063C→G, 6060C→G a 6069C→G. Vytvorili sme dva odlišné vektory s 4865 bp fragmentom ARG7 génu s mutáciami: pUCBM20Arg (sil. mut.) a pBSdelARG-7945 (sil. mut.) a s rovnakým fragmentom bez mutácií: pUCBM20Arg a pBSdelARG-7945. Transformačné účinnosti pUCBM20Arg (sil. mut.) a pUCBM20Arg alebo pBSdelARG-7945 (sil. mut.) a pBSdelARG-7945 vykazovali len malé rozdiely. Miesta s tichými mutáciami ako jednobázové heterológie medzi vláknom plazmidu a homologickým vláknom v genóme mohli inhibovať posun Hollidayovho spojenia v procese homologickej rekombinácie [2]. Napriek tomu vnesené tiché mutácie nemali výrazný vplyv na tento proces a frekvencia vzniku transformantov zostala takmer nezmenená.
Zo štyroch náhodne zvolených kolónií transformantov, ktoré vyrástli po trans-formácii s pUCBM20Arg (sil. mut.) sme izolovali genómovú DNA a amplifikovali sme 399 bp dlhý fragment s miestom opravenej bodovej mutácie arg2 a všetkými troma tichými mutáciami. Sekvenácia oboch vlákien PCR fragmentu týchto transformantov odhalila, že len v dvoch prípadoch boli zachované všetky tri vnesené mutácie, v jednom prípade boli všetky opravené do pôvodného kódovania a jeden trans-formant vykazoval zmes mutantných a pôvodných báz. Podobné výsledky boli pozorované u riasy Volvox carteri, ktorá je s Chlamydmonas blízko príbuzná, avšak tu tiché mutácie inhibovali rekombinačný proces [3].

Dokázali sme, že vnášanie tichých mutácií do genómovej DNA Chlamydomonas reinhardtii ako priamy dôkaz selekcie pravých transformantov nie je vhodným markerom homologickej rekombinácie, pretože tak ako iné eukaryoty pravdepodobne vlastnia mechanizmus opravy chybne spárovaných báz, čo naznačujú viaceré experimenty [4] a miesta s tichými mutáciami môžu byť touto reparačnou dráhou rozpoznané a opravované.
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