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Souhrn

Claviceps purpurea je paraziticky biotrof jednodéloznych rostlin, primyslové
vyznamny produkci ergoidnich alkaloidli, pfitomnych ve sklerociich nazyvanych
namel. Ergoidni alkaloidy jsou vyuzivany k vyrobé Iéku proti bolesti hlavy a migréné,
Alzheimerovy a Parkinsonovy nemoci. Geny koédujici enzymy biosyntézy byly
identifikovany v genovém klastru a pro vétSinu genl byla uréena jejich funkce v
syntetické draze. Pro uspéSnou infekci rostliny a jeji prub&h byly identifikovany
genetické faktory, oznaCované jako geny patogenicity.

Exprese genu klastru syntézy ergoidnich alkaloidd a patogenicity byla
sledovana v osmi sbérech v rozmezi dvou mésicu v primyslovych kmenech Gal404
a Gal130 pomoci kvantitativni RT-PCR. Pro tyto ucely byla vypracovana metodika
pro kvantifikaci genové exprese C. purpurea, jejiz soucasti bylo navrzeni primeru a
ovéreni jejich ucinnosti. Pfitomnost alkaloidi v napadenych klasech byla ovéfena
pomoci kapalinové chromatografie.

U genu patogenicity bylo zjiSténo opozdéni exprese genu degradace bunécné
stény cppg1, cppg2 a xyl2 u kmene Gal130 oproti kmeni Gal404. Tento vysledek
potvrzuje zpozdéni vyvoje houby v hostiteli, ktery byl pfedpokladan i z pozdni
produkce medovice. Geny biosyntézy ergoidnich alkaloidd dosahly nejvySsi exprese
ve stejné dobé ve srovnatelnych hodnotach, prestoze byly oCkovany s rozdilem 12
dnl. Regulace exprese téchto genu je zfejmé zavisla na faktorech prostredi,
s nejvysSSi pravdépodobnosti je regulacnim mechanismem intenzita slunecniho
zareni. Ergoidni alkaloidy ergotamin a ergokristin byly detekovany v napadenych

klasech jiz 23 dni po infekci, jejich koncentrace byla velmi variabilni.



Summary

Claviceps purpurea is a parasitic biotroph of monocot plants, used in industry
due its ability to produce alkaloids occured in sclerotia called ergot. Ergot alkaloids
are utilized to produce drugs against migraine and headaches, Alzheimer's and
Parkinson's disease. Genes encoding the biosynthetic enzymes have been identified
in the gene cluster and the function of the most of them was linked to particular
biosynthetic steps. Several genetic factors important for successful infection of
plants, known as pathogenicity genes, have been characterized.,

Expression of the genes encoding enzyme for ergot alkaloid synthesis and
pathogenicity genes was monitored by quantitative RT-PCR in two industrial strains
Gal404 and Gal130 within two months after infection. For this purpose, a
methodology for quantifying gene expression in C. purpurea was developed.
Methodology included primers design and verification of their effectiveness. The
presence of alkaloids in the infected ears was verified by HPLC.

The strong up-regulation of pathogenicity genes involved in degradation of cell
wall cppg1, cppg2 and xyl2 was found delayed in the strain Gal130 as compared with
strain Gal404. This finding confirms the late growth of fungi in the host, which was
expected from the delayed production of honeydew. Ergot alkaloid biosynthesis
genes reached the highest expression in both strains at the same time in comparable
values, even though they were inoculated with difference of 12 days. Regulation of
expression of these genes is probably dependent on environmental factors, most
likely regulatory mechanism is dependent on the intensity of solar radiation. Ergot
alkaloids ergotamin and ergokristin were detected in infected ears already 23 days

past inoculation, their concentration was very variable.
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1 Cile prace

Cilem teoretické cCasti diplomové prace je zpracovani soucasného stavu
problematiky produkce namelovych alkaloidu a genetickych faktorl patogenecity u
Claviceps purpurea.

Cilem praktické ¢asti je vypracovani metodiky pro kvantifikaci genové exprese
genu klastru pro syntézu namelovych alkaloid a genl patogeneze C. purpurea
pomoci kvantitativni RT-PCR. Soucasti metodiky je navrh specifickych primer( a
zjisténi jejich ucCinnosti pro geny klastru. Navrzena metodika je vyuzita k vytvoreni
expresniho profilu pro kmeny C. purpurea Gal404 a Gal130 v pribéhu jejich infekce
na hybridnim zitu (Secale cereale) se samci sterilitou v asovém obdobi dvou mésicl
od inokulace. Kmeny Gal404 a Gal130 se odliSuji v hlavnim produkovaném alkaloidu
— ergotamin resp. ergokristin. Pfitomnost alkaloidi v napadenych klasech Zita je

ovéfena metodou vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC).



2 Uvod

Claviceps purpurea (paliCkovice nachova) je zastupcem vieckovytrusnych hub
(Ascomycetes), parazitujicim na Sirokém okruhu jednodéloznych rostlin.
Charakteristickym prvkem napadeni rostliny je tvorba sklerocii (oznaCovanych jako
namel) v konec¢né fazi infekce. Namel je pfirodnim zdrojem ergoidnich alkaloidu,
v soucasnosti vyuzivanych ve farmaceutickém prumyslu. Ve stfedoveku byl namel
Casto pfiCinou epidemii otrav ergoidnimi alkaloidy pfitomnymi v Zitné mouce. Vyuziti
ergoidnich alkaloidil ve farmakologii nastartovalo védecky zajem o tuto mimofadnou
houbu. Technikami molekularni biologie byla nalezena a charakterizovana vétSina
genu zapojenych v biosyntetické draze ergoidnich alkaloidu. C. purpurea je pravy
biotrof, ktery v pribéhu infekce nezabiji zivé buriky hostitele a roste intercelularné.
Pro uspésny vyvoj v hostiteli byly u C. purpurea charekterizovany geny, jejichz funkce
je nezbytna ke zdarnému prabéhu infekce. Doposud nebyly publikovany experimenty
zabivaijici se expresi téchto genu v pribéhu napadeni hostitele a vétSina informaci o

regulaci genové exprese se tykaji C. purpurea rostouci v axenické kulture.
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3 Souéasny stav reSené problematiky

3.1 Biologie Claviceps purpurea

Rod Claviceps zahrnuje vice nez 30 druh(, vétSinou s definovanym a uzkym
okruhem hostiteltl, ktefi jsou vzdy anemofilni jednodélozné rostliny. Claviceps
purpurea (paliCkovice nachova, Obr. 1) je v tomto ohledu vyjimkou, muze parazitovat
na vice nez 400 druzich jednodéloznych rostlin, ¢asto ekonomicky vyznamnych
obilovinach jako jsou zito, pSenice, ryZze, proso a kukufice (Taber, 1985). Na
napadenych rostlinach se v kone¢né fazi infekce vytvari tmavé a tvrdé sklerocia,
oznacované jako namel (angl. ergot). Namel obsahuje alkaloidy, které sehrali
v historii dulezitou roli — ve stfedovéku byl namel pouzivan k urychleni porodu nebo
zpusobeni potratu, pozdéji jako Iék na poporodni krvaceni. Toto vyuZziti nezfidka
vedlo k otravé nazyvané ergotismus, protoze celkovy obsah alkaloidd v namelu je
velmi proménlivy. Otrava namelovymi alkaloidy byla €asto zplisobena konzumaci
chleba, upecCeného 2z kontaminované Zzitné mouky. Tyto otravy nabyvaly
epidemickych rozméru, pfi kterych umiraly tisice lidi. Az v roce 1853 mykolog Louis
René Tulasne rozpoznal vztah mezi namelem na Zité a ergotismem. V dnesni dobé
je kontaminace mouky diky Castym kontrolam a chemickému oSetfeni Zita témér

vylou€ena. Systematické zarazeni Claviceps purpurea je nasleduijici:

Rise: Fungi (houby)

Oddéleni: Ascomycota (houby vieckovytrusné)
Trida: Ascomycetes (vieckovytrusné houby)
Rad: Hypocreales (masenkotvaré)

Celed: Clavicipitaceae (pali¢kovicovité)

Rod: Claviceps (paliCkovice)

Druh: Claviceps purpurea (palickovice nachova)

V poslednich letech se stava svétovou hrozbou jiny zastupce rodu Claviceps —
Claviceps africana. C. africana byla identifikovana na c¢iroku (Sorghum bicolor)

v Africe (Frederickson et al., 1991), odkud se rozSifila do Asie, Ameriky a Australie.
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Cirok je patou nejvyznamnéjsi plodinou na svété pouzivanou jako potravina, krmivo
pro dobytek a primyslové ucely. Ztraty v produkci Ciroku zplsobené infekci houbou

dosahovaly az 80% v Indii a 25% v Zimbabwe (Bandyopadhyay et al., 1998).

Obr. 1: Claviceps purpurea: kultivace na agarovém médiu (1), napadeny klas

Zita (2) a sklerocia (3)

3.2 Zivotni cyklus Claviceps purpurea (obr. 2.)

Cyklus je zahajen vétrem prenaSenymi askospérami, pochazejicimi z plodnic -
perithecii (8) prezimujiciho sklerocia (7). Pro prubéh infekce je dostateCna jedina
homokaryoticka spéra, proto je palickovice homothalicka houba (Esser et al., 1978).
Spora, ktera pfistane na blizné (1), prortsta hyfy pres kutikulu (bez tvorby struktur pro
naruseni fyzickym tlakem) a rlst pokracuje ¢nélkou do pletiva semeniku (2). C.
purpurea roste predevsim intercelularné a ziskava ziviny degradaci pektinu stfedni
lamely (Tenberge et al., 1996). Na bazalni strané semeniku se napojuje na cévni
svazek a je zahajena specificka interakce mezi parazitem a hostitelem. Dochazi
k narlstu sphacelia a produkci konidii, které jsou vynaseny na povrch v tekuting,
bohaté na cukry, odvozené z floému — medovici (3). Produkce medovice je prvnim
makroskopickym pfiznakem infekce rostliny. Sladka medovice umoziuje Sifeni
infekce v nékolika smérech. Laka hmyz, ktery rozSifuje konidie na neinfikované
rostliny (4). Medovice stéka po klasu, kde infikuje dalSi kvéty, pfipadné se konidie

pfenesou i fyzickym kontaktem dvou klast. Dva tydny po infekci je tvorba medovice
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ukoncena a zacina tvorba fialového sklerocia (namel). Sklerocia dozravaji béhem
péti tydnu po infekci a slouzi jako pfezimujici stadium pro pfisti rok (5), proto je nutné
chranit sklerocium pfed vysychanim, UV zafenim a mykoparasity. Tvrdé sklerocium
je tvofeno plektenchymatickou bilou dfeni a vnéjSim, fialové zbarvenym obalem.
Sklerocium je jedinym stadiem C. purpurea v pfirodé, obsahujicim namelové
alkaloidy (Oeser et al., 2002).

PaliCckovice nachova napada pouze mladé, neoplozené semeniky trav a
obilovin. Podstata organové specifity neni objasnéna, rust houby vSak napadné
pfipomina oplozeni rostliny, zfejmé je vyuzito podobnych mechanisma, které jsou
zapojeny do interakce pylové zrno-blizna. C. purpurea je pravy biotrof, v zadné fazi
vyvoje nezabiji bunky hostitelé pro svoji vyhodu v kolonizaci a Ziviny ziskava pouze
z zivych bunék. Narozdil od ostatnich biotrofll, maze byt C. purpurea péstovana v

kultufe, coz znacné usnadnuje experimentalni pristupy (Tudzynski et al., 2004).
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Obr. 2: Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Hulvova et al., 2012)

14



3.3 Molekularni faktory ovliviujici patogenezi
Molekularni faktory patogeneze C. purpurea lze rozdélit do tfi skupin — enzymy
degradujici buné€nou sténu, enzymy degradujici reaktivni formy kysliku a slozky

signalnich drah.

3.3.1 Enzymy degradace bunééné stény

Tyto enzymy jsou dulezité z nékolika divodd — umoznuji houbé proristat
semenikem a zasobuji houbu Zivinami (degradace stfedni lamely). Struktura
bunécné stény travin je odliSna oproti ostatnim rostlinam — obsahuje pomérové méné
pektind a vice glukurono-arabino-xylanl k hlavni polysacharidové slozZce, celuléze
(Carpita et al., 1993). Presto je rust C. purpurea v pletivu semeniku spojen
s detekovanou degradaci pektinu (Tenberge et al., 1996). Byly identifikovany dva
geny kédujici polygalakturonasy — cppg? a cppg2, vykazujici vzajemnou 95% identitu
a nachazejici se vgenomu houby v tésné blizkosti, vzniklé nedavnou genovou
duplikaci. Mutanti s knock-outovanymi cppg1/2 geny vykazovali o 98% snizenou
patogenicitu. DalSim z charakterizovanych enzymu byly xylanasy, jejichz aktivita byla
detekovana i v submerzni kultufe. Byly identifikovany a klonovany dva odpovédné
geny — cpxyl1 a cpxyl2, deleCni mutanti ovSem vykazovali jen zpozdéni v pfirozeném
pribéhu infekce (Giesbert et al., 1998, Tudzynski et al., 2004). Naproti tomu delece
genu pro celulasu cpcel?T neméla zadny efekt na infekci Zita, ale pfitomnost jinych

genu pro celulasy nemuaze byt vylou€ena (Muller et al., 1997).

3.3.2 Enzymy degraduijici reaktivni formy kysliku

Produkce reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species — ROS) je jednou
z prvnich obrannych reakci rostliny pfed patogenem. ROS brani hostitelské buriky
rychlym zesitovanim proteind bunécné stény a zaroven ni¢i membrany a inaktivuje
proteiny patogenu. ROS jsou zapojeny do indukce hypersensitivni reakce (HR), ktera
vede krychlé nekroze v misté infekce. PrestoZze infekce Zita C. purpurea neni
provazena viditelnou obranou zita, byla prokazana produkce H,O, v pletivech Zita
napadené C. purpurea, lze tedy pfedpokladat, ze rast houby pletivem je provazen
antioxidacni obranou. Byly identifikovany Ctyfi katalasové isoenzymy produkované C.
purpurea v axenické kultufe, CAT A-D (Garre et al.,1998). Isoenzymy CAT C/D jsou
sekretované formy, CAT D byla pfitomna v medovici napadenych rostlin. Oba

isoenzymy jsou kodovany jednim genem cpcat1, delece genu vedla ke ztraté obou
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isoenzymu, ale prabéh infekce Zita nebyl nijak narusen. Delece genu cpsod? pro Cu,
Zn superoxiddismutasu (SOD) neméla vliv na kolonizaci zita (Moore et al., 2002).
Naproti tomu, delece genu cptff pro transkripcni faktor s bZIP DNA vazebnym
motivem vedla ke zvySeni H,O, v okoli hyf a okolnim pletivu, sniZeni aktivity isoforem
katalas a C. purpurea tvofila méné medovice a sklerocii. ProtoZze dele¢ni mutanti
genu cpcat? pro sekretované katalasy nebyly ve vyvoji nijak zpomaleni, pritomnost
H,0, je pravdépodobné zplsobena zvySenou produkci endogennich ROS. CPTF1
ma zfejmé dvoji roli vregulaci ROS — snizuje aktivitu ROS tvoficich systéma C.
purpurea a zaroven pozitivné reguluje katalasové geny (Nathues et al., 2004).

Bylo prokazano, ze pro zdarny prabéh infekce jsou potfebné i samotné ROS,
fungujici jako ,druzi poslové“. Endofyt Epichloe festucae (blizky pFibuzny C.
purpurea) potifebuje enzym NADPH oxidasu (NOX) kédovany genem noxA pro
symbioticky vztah s hostitelem (Tanaka et al., 2006). Homologni gen cpnox1 u C.
purpurea je dulezity pro normalni pribéh infekce. Dele¢ni mutant byl schopen prorust
bliznou k ovariu, ale dalsi ruast byl inhibovan. V nékterych pfipadech doSlo
k opozdéné produkci medovice, ale sklerocia nebyly nikdy dostateCné vyzrala
(Giesbert et al., 2008).

Dulezitou soucasti ROS systému je u C. purpurea histidin kinasa CpHK2,
slouzici jako senzor oxidativniho stresu. Mutant Acphk2 byl ve svém vyvoji vyznamné

opozdén oproti pfirozenému kmeni (Nathues et al., 2007)

3.3.3 Slozky signalnich drah

Analyza GTPasy Rac odhalila jeji dulezitost pro patogenicitu C. purpurea,

stejné tak i enzym patfici do skupiny p21-aktivovanych kinas (PAK) kédovany genem
cla4. Mutanti Arac a Acla4 nebyli schopni sporulovat, v axenické kultufe tvofili
atypické mycelium (Obr. 3), pfi pouziti mycelia pro infekci zita neprorlstaly hyfy
bliznou a rostly ve shlucich na povrchu. Podobnost projevi pro oba geny je
zpusobena jejich pfirozenou interakci ovéfenou pomoci yeast two-hybrid
experimentu, kinasa Cla4 je efektorem Rac (Rolke et al., 2008). Mutant GTPasy
Acdc42 tvoril vice konidii, byl schopny prorust bliznou, ale rist byl zastaven v pletivu
cnélky (Scheffer et al., 2005)

NaruSeni nebo zpozdéni infekce bylo identifikovano u mutantd mitogen-
aktivovanych protein kinas CPMK1/2 a serin-threonin protein kinasy COT1 (Mey et
al., 2002a,b; Scheffer et al., 2004). Dulezitym je i napétim-aktivovany vapnikovy
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kanal MID1, bez néhoz C. purpurea neni schopna napadnout hostitele (Bormann et
al., 2009).

Wild-type C. purpurea

—_——

Obr. 3: Morfologie kolonii ,wild-type“ a mutantt Arac a Aclad C. purpurea
(Rolke et. al., 2008)

3.4 Namelové alkaloidy

Rod Claviceps je producentem téméf 70 namelovych (ergoidnich) alkaloidd,
vétSina alkaloidl obsahuje tetracyklicky ergolin. Profil produkovanych alkaloidu se liSi
mezi jednotlivymi druhy, vétSinou je jeden z alkaloidl obsazen ve vétsi mife napf. C.
fusiformis produkuje elymoklavin, C. africana dihydroergoidni alkaloidy, C. paspali
derivaty kyseliny paspalové. Namelové alkaloidy rozdélujeme na tfi skupiny —
alkaloidy klavinového typu, derivaty kys. lysergové a ergopeptiny.

Produkce namelovych alkaloidi (20 000 kg vroce 2010) je v soucasnosti
rovnomérné rozdélena mezi polni produkci pridmyslovych kmenu (celkovy obsah
alkaloidi az 1,5% suché hmoty sklerocia) a fermentacni kultivaci. Biosyntéza
namelovych alkaloidl fermentaci je pozitivné regulovana tryptofanem, slouzicim jako
prekurzor a induktor (Krupinski et al., 1976). Biosyntéza je negativné regulovana

koncentraci fostatu a amoniaku (Socic et al., 1992)

3.4.1 Ergotismus

Otrava namelovymi alkaloidy (ergotismus) byla pravdépodobné znama jiz
Asyfanim (De Costa, 2002). Prvni dokumentovana epidemie ergotismu byla
popsana ve Francii v roce 944-945, pfi které zahynulo 10 000 lidi. O padesat let
pozdéji si ergotismus vyzadal dokonce 40 000 obéti (Schiff, 2006). Otrava
namelovymi alkaloidy je spojovana s ¢arodéjnickymi procesy v Salemu v roce 1692,
nebyla vS§ak jednoznacné prokazana (Woolf, 2000). Dvé odlisné formy ergotismu byly
popsany jiz stfedovékymi autory, ktefi se domnivali, ze jsou zpUsobeny rdznymi
latkami, coz bylo pozdéji vyvraceno. V soucasnosti je vétSina otrav u lidi zpusobena

predavkovanim léky odvozenych z ergoidnich alkaloidu.
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Gangrendézni ergotismus se projevuje obecnou malatnosti, bolesti
v koncCetinach, vétsinou v lytku. V nékolika tydnech koncCetina otéka, tvofi se zanét a
prichazi palCiva bolest se stfidavymi pocity chladu a tepla. V posledni fazi koncetina
znecitlivi, bolest mizi, koncové oblasti ¢ernaji a mohou odpadnout bez jakékoliv
bolesti. Tyto projevy ziskaly ve stfedovéku nazev ohen sv. Antonina (Obr. 4), podle
Nemocnice fadu sv. Antonina, zalozené roku 1093 ve Vienne ve Francii. Zde se
shromazdovali nemocni pacienti z celé zapadni Evropy (Lee, 2009).

Konvulzivni ergotismus ma symptomy tizi v hlavé a koncetinach, prijem,
brnéni v koncetinach (mravenceni). Nemoc pokracuje zaskuby svalu okolo ust a o€i.
Silné otravy jsou doprovazeny kfeCi koncetin, v mnoha pfipadech pacienti trpéli
poruchou spanku prerustajici v kéma a smrt. Umrtnost se pohybovala mezi 10 az
20%, tato hodnota je pfekvapivé nizka na tehdejsi absenci Iékafské péce.

Konzumace namelovych alkaloidd je nebezpecna i pro dobytek, krmeny travou
se symbioticky Zijicimi endofyty rodu Epichloé (Clavicipitaceae) produkujicimi
ergopeptin ergovalin. Otrava se projevuje prehratim, Spatnym pfibyvanim na vaze,

snizenou fertilitou a v extrémnich pfipadech maze dojit k umrti (Bacon et al., 1986).

Obr. 4: Sv. Antonin na stfedovéké dfevorezbé (Lee, 2009)
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3.4.2 Namelové alkaloidy a jejich farmakologické vyuziti

Uginky namelovych alkaloidt vychazeji ze strukturni podobnosti mezi derivaty
kyseliny D-lysergoveé a neurotransmitery jako jsou dopamin, serotonin a noradrenalin
(Berde et al., 1978). V souCasnosti jsou vyuzivany jak pfirozené, tak semi-syntetické

namelové alkaloidy.

Noradrenalin

Dopamin Derivat kys. lysergové Serotonin
OH
~_ NH, NH,
OH
\
OH H

Obr. 5: Strukturni podobnost namelovych alkaloidu a neurotransmiter(

3.4.2.1 Klavinové alkaloidy

Struktura klavinovych alkaloidi muze byt tricyklicka (secoergoliny) nebo
tetracyklicka (ergoliny). PfestoZe bylo izolovano a charakterizovano 35 klavinovych
alkaloidl z C. purpurea, zadny neni farmaceuticky vyuzivan (Schiff, 2006). Klavinové
alkaloidy — chanoklavin, chanoklavin-l aldehyd, agroklavin, elymoklavin - jsou
meziprodukty biosyntézy ergopeptint (Obr. 6). Vyznamnym producentem klavinovych
alkaloid( je Asperqgillus fumigatus. U nékterych byly identifikovany selektivni a silné

cytotoxické ucinky proti lidskym leukemickym burikam (Ge et al., 2009).
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Obr. 6: Klavinové alkaloidy: secoergolin chanoklavin-I (1); ergoliny agroklavin

(2) a elymoklavin (3)

3.4.2.2 Kyselina lysergova a jeji amidy

NejvyznamnéjSim ergoamidem je pfirozené se vyskytujici ergometrin (nékdy
téz oznacCovan jako ergonovin a ergobasin, Obr. 7). Uziti ergometrinu je v prevenci a
|éCbé poporodniho krvaceni (De Costa, 2002), nesmi vSak byt pouzit pro indukci
porodu, protoze mulze ohrozit zasobeni placenty a plodu kyslikem (Schiff, 2006).
DalSimi semi-syntetickymi latkami patficimi mezi derivaty ergometrinu jsou
methylergometrin (Obr. 7) a methysergid.

K semi-syntetickym derivatim patfi i diethylamid kyseliny lysergové (LSD —
obr. 7) syntetizovan 1938 Albertem Hoffmanem, psychoaktivni ucinky byly objeveny
az vroce 1943. LSD bylo pouzivano klé¢bé psychickych onemocnéni, ale kvuli
zneuzivani halucinogennich ucinkl bylo uzivani LSD v prabéhu Sedesatych let

zakazano prakticky na celém svété.

Obr. 7: Derivaty kys. Lysergove - ergometrin (1), methylergometrin (2) a LSD (3)
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3.4.2.3 Ergopeptiny

Ergopeptiny jsou derivaty kys. lysergové, ktera nese tripeptidovou slozku

pfipojenou ke karboxylové skupiné peptidovou vazbou. Soucasti tripeptidu je vzdy

aminokyselina prolin a spolu s dalSimi dvémi aminokyselinovymi zbytky vytvareji

tricyklicky postranni fetézec (Obr. 8).

sl

Ergotaminy Ergoxiny Ergotoxiny
Pozice | Kyselina a—amino

, Alanin Valin
Pozice Il butanovéa
Fenylalanin Ergotamin Ergostin Ergokristin
Leucin a-Ergosin a-Ergoptin a-Ergokryptin
Isoleucin B-Ergosin -Ergoptin -Ergokryptin
Valin Ergovalin Ergonin Ergokornin
Kyselina a—amino ] . .

Ergobin Ergobutin Ergobutyrin

butanovéa

Obr. 8: Obecna struktura ergopeptinl a sloZeni postranniho fetézce

Prvnim charakterizovanym ergopeptinem byl ergotamin (Obr. 9), izolovany

Arthurem Stollem a jeho skupinou vroce 1918. Tripeptid ergotaminu je sloZen

z aminokyselin L-alaninu, L-fenylalaninu a L-prolinu. Ergotamin je produkovan C.

purpurea jako hlavni alkaloid. Do objevu nesteroidnich analgetik (napf. ibuprofen) byl

ergotamin hlavnim prostfedkem IéCby migrény, v sou€asnosti je vSak jeho vyuZiti na

ustupu. Pfedavkovani ergotaminem navic vedlo ke gangren6znimu ergotismu, kvali

jeho silnému vasokonstrikCnimu ucinku. Léky na migrénu byly zneuzivany jako

prostfedek k vyvolani potratu, jeho poziti vSak Casto vedlo jen ke silnym stahim

délohy, které vSak nevedly k vylou€eni plodu a zpusobovaly vazné zdravotni

problémy. Smrtelna davka ergotaminu muze byt jiz pfi uziti 30 pg (Lee, 2009).

Dihydroergotamin

(Obr. 9),

pfipravovany hydrogenaci ergotaminu,

je

alternativou ergotaminu pro lé&bu migrény a bolesti hlavy. Spatné se vstfebava
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v gastrointestinalnim traktu, proto je pouZivan v nosnich kapkach a jiném nez

peroralnim podavani, tim je zarovef snizeno riziko otrav (Schiff, 2006).

Obr. 9: Struktura ergotaminu (1) a dihydroergotaminu (2)

Bromokryptin  (Obr. 10) pfipravovany z a-ergokryptinu je agonista
dopaminového D, receptoru. Bromokryptin inhibuje uvolfovani prolaktinu
z adenohypofyzy, proto je vyuzivan vlécbé onemocnéni spojenych se zménami
hladiny prolaktinu v krvi, jako jsou napf. hyperprolaktonémie a galaktorea, ale i pro
léCbu Parkinsonovi nemoci a diabetu (Holt et al., 2010).

Dihydroergotoxin mesylaty jsou pfipravovany ze smeési namelovych alkaloidu,
pojmenované jako ergotoxin, ve které byly pozdéji identifikovany tfi peptidové
alkaloidy — ergokryptin, ergokristin (Obr. 10) a ergokornin. UZiti je v |éCbé stafecké

demence a Alzheimerovy choroby.

Obr. 10: Struktura bromokryptinu (1) a ergokristinu (2).
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3.4.3 Biosyntéza namelovych alkaloidt

Obecné schéma biosyntetické drahy je ukazano na Obr. 11, k jejimu objasnéni
prispély experimenty s izotopové znacenymi prekurzory (Floss, 1976).

Prvnim krokem syntézy je prenylace L-tryptofanu na pozici C4 indolového
kruhu katalyzovana enzymem 4-dimethylallyltryptofan syntasou (DMATS), donorem
prenylu je dimethylallylpyrofosfat. Enzym DMATS byl charakterizovan u mnoha
organismU (Gebler et al., 1992; Markert et al., 2008; Unsold et al., 2005).

Produkt reakce je metylovan na amino skupiné za vzniku N-methyl-
dimethylallyl tryptofanu (Otsuka et al., 1980), donorem methylové skupiny je S-
adenosyl methionin (SAM). Enzym 4-dimethylallyltryptofan N-methyltransferasa
katalyzujici tuto reakci byl identifikovan u houby Asperqgillus fumigatus (Rigbers et al.,
2008).

Nasleduje vicekrokova syntéza chanoklavinu-l. Enzym podilejici se na reakci
,chanoklavin-l syntasa“ byl identifikovan, jedna se o enzym s FAD vazebnou
doménou. Neni zcela jasné, zda je tato reakce katalyzovana jednim, Ci vice enzymy
(Lorenz et al., 2010).

Chanoklavin-I je redukovan na chanoklavin-lI aldehyd enzymem chanoklavin-|
dehydrogenasou v pfitomnosti NAD* (Wallwey et al., 2010). Chanoklavin-1 aldehyd je
poslednim spoleénym meziproduktem v biosyntéze namelovych alkaloidd wu
Claviceps purpurea a Aspergillus fumigatus.

Chanoklavin-I aldehyd izomeruje na isochanoklavin-I aldehyd neenzymatickou
redukci pomoci glutathionu nebo 2-merkaptoetanolu a nasledné je redukovan na
agroklavin enzymem agroklavin syntasou v pfitomnosti NADPH (Matuschek et al.,
2011).

Agroklavin je pfeménén na elymoklavin agroklavin oxygenasou (Kim et al.,
1981). Elymoklavin oxygenasa (oznaCovana jako klavin oxygenasa — CLOA) je
zodpovédna za oxidaci elymoklavinu na kyselinu paspalovou (Kim et al., 1983;
Haarmann et al., 2006). Obé oxygenasy patfi do skupiny NADPH-dependentnich
cytochrom P450 monooxygenas.

Spontanni isomeraci kyseliny paspalové vznika kyselina D-lysergova (Groger
et al., 1998), ktera je u paliCkovice dale vyuzita pro syntézu ergopeptini. Pro tyto
reakce jsou dllezité enzymy neribosomalnich peptidovych syntas (zkratka NRPS;
Riederer et al., 1996; Correia et al.; 2003, Ortel et al., 2009). Aktivace kyseliny D-

lysergové je katalyzovana enzymem D-lysergyl peptid syntasou 2 (LPS2) o velikosti
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141 kDa. Komplex kyseliny D-lysergové a LPS2 enzym spojeny thioesterovou
vazbou se poté navaze na enzym LPS1 o velikosti 370 kDa, na kterém kyselina D-
lysergova kondenzuje se tfemi aminokyselinami (aminokyselina v pozici lll je témér
vzdy prolin) a nasledné je uvolnéna jako D-lysergyl tripeptid laktam (Walzel et al.,
1997). Ten je zatim neznamou P450 monooxygenasou oxidovan na ergopeptin.
PaliCkovice nachova syntetizuje nejen ergopeptiny, ale i alkylamidy kyseliny D-
lysergové (napf. ergometrin). Jejich tvorba je uskute€néna pomoci LPS2 enzymu pro
aktivaci kys. D-lysergové a enzymu ergometrin syntasy (LPS3) s vyuzitim NADPH
(Ortel et al., 2009).
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Obr. 11: Biosynteticka draha vedouci ke kyseliné lysergové (A) a jeji vyuziti k syntéze ergotaminu (B) (Hulvova et al., 2012)
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3.4.4 Geny biosyntézy namelovych alkaloidu

Prvnim klonovanym genem biosyntézy namelovych alkaloidd byl gen dmaW u
druhu Claviceps fusiformis (Tsai et al., 1995), kodujici enzym DMATS. Degenerované
primery pro gen dmaW byly ziskany z aminokyselinové sekvence purifikovaného
enzymu. Ortologni gen byl identifikovan u C. purpurea, a jeho sekvence nasledné
pouzita k odhaleni celého klastru gend metodou chromosome walking (Obr. 12)
kodujici enzymy syntézy namelovych alkaloidt (Tudzynski et al., 1999; Haarmann et
al., 2005).

Produkt genu easF nebyl u C. purpurea zatim charakterizovan, ale
nukleotidova sekvence uvefejnéna v databazi NCBI vykazuje 68% podobnost
s genem FgaMT u Asp. fumigatus, lze tedy pfedpokladat, Ze koduje enzym 4-
dimethylallyltryptofan N-methyltransferasu (Rigbers et al.,, 2008). Sekvence genu
easE (nové ccsA) koduje chanoklavin-l syntasu (Lorenz et al., 2010). Dele¢ni mutant
genu easC (kédujici zifejmé katalasu) u C. purpurea neprodukoval zadné alkaloidy a
byla snizena transkripce ostatnich gena klastru (Haarmann et al., 2009). Ortologni
gen easC u Asp. fumigatus kéduje katalasu nutnou pro syntézu chanoklavinu-|
(Goetz et al., 2011). Gen FgaDH, ortholog genu easD u Asp. fumigatus nese
informaci pro enzym chanoklavin-l dehydrogenasu, s podobnosti 67% na
aminokyselinoveé urovni (Wallwey et al., 2010).

Nahrazeni genu easA deleCniho mutanta Asp. fumigatus genem easA C.
purpurea vedla k syntéze agroklavinu, setoklavinu a isosetoklavinu — namelovych
alkaloidl typickych pro houby z Celedi Clavicipitaceae, neodpovidajicich vSak
alkaloiddm normalné produkovanych Asp. fumigatus (festuklavin, fumigaklavin A, B a
C). Protein easA se podili na funkci ,agroklavin synthetasy“. Z téchto vysledku Ize
usuzovat, Ze gen easA svoji variabilitou tvofi bod, ve kterém se oddéluje draha
syntézy klavinovych alkaloidi (Asp. fumigatus) a ergoidnich alkaloidli celedi
Clavicipitaceae (Coyle et al., 2010; Cheng et al., 2010). Bylo vS8ak prokazano, ze
syntéza agroklavinu z chanoklavin-l aldehydu muizZe probéhnout neenzymatickou
redukci pomoci glutathionu v pfitomnosti NADPH a katalyzou produktem easG genu
in vitro, syntéza agroklavinu byla mnohem ucinnéjsi pokud v reakéni smési nebyl
pritomen produkt genu easA (Matuschek et al., 2011). Pro pfesnéjsSi pochopeni role
genu easA v biosyntéze agroklavinu u C. purpurea bude nutné vytvofit a
charakterizovat knock-out mutanty tohoto genu.

Gen cloA koduje dalsi P450 monooxygenasu v klastru, katalyzujici pfeménu
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elymoklavinu na kyselinu paspalovou (Haarmann et al., 2006). Soucasti klastru jsou
Ctyfi geny pro neribozomalni peptid syntasy (NRPS) - [psA1/2, IpsB a IpsC. Funkéni
analyzy genu IpsB ukazaly, Ze kdduje enzym LPS2, zodpovédny za aktivaci kyseliny
lysergoveé (Correia et al., 2003). Dele¢ni mutant genu IpsA1 C. purpurea kmene P1
jiz nebyl schopen produkovat majoritni alkaloid ergotamin, ale stale byl schopny
tvorby ergokryptinu, produktem genu IpsA71 je tedy NRPS enzym LPSA-1. Protoze
ergokryptin je ergopeptin s bo¢nim fetézcem odvozenym ze tfi aminokyselin, bude
za jeho tvorbu zodpovédny paralogni gen IspA2, vzniklym pravdépodobné duplikaci
genu IpsA1 (Tudzynski et al., 1999; Haarmann et al., 2005; Haarmann et al., 2007).
Poslednim NRPS genem klastru je IpsC, kédujici enzym ergometrine syntasu LPS3
(Ortel et al., 2009).

V roce 2005 byla kodujici oblast klastru rozSifena o dalSi dva geny easH1/2
(Haarmann et al., 2005), sekvence vSak byly zvefejnény v databazi NCBI az
v poloviné roku 2011. Gen easH1 je predikovan jako homolog genu fum3p
hydroxylasy v syntéze fuminosinu u rodu Fusarium. Enzym EasH1 muze
hydroxylovat ergopeptidové laktamy na ergopeptiny, gen easH2 je pravdépodobné
pseudogen (Schardl et al., 2006; Ding et al., 2004)

{psf east easF dmaW
— - - A - -
ipsC asAd clod  easC easld aasly
~] kb IpsAl fpsA2
T @ TN @ T
easHl et 2

Obr.12: Klastr gent syntézy namelovych alkaloidu (Schardl et al., 2006)

3.4.5 Requlace klastru pro syntézu namelovych alkaloidu

Oznaceni klastr genll je pouzivan pro geny, jejichz produkty katalyzuji jednu
biosyntetickou drahu a vykazuji spole¢nou regulaci. Byla prokazana regulace
koncentraci fosfatu na expresi genl klastru, zvySena koncentrace snizila expresi
vSech genu v klastru, proto byl plvodné zahrnuty gen cpimd z klastru vylou€en (obr.
13; Haarmann et al., 2005).

V regulaci klastru pro syntézu namelovych alkaloidd C. purpurea nebyl
identifikovan zadny transkripéni faktor, narozdil od jinych hub s produkci
sekundarnich metabolitd. U rodu Aspergillus byla nalezena methyltransferasa LaeA,

delece prislusného genu snizila nebo zastavila transkripci gent zapojenych
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v produkci penicilinu (antibiotikum), sterigmatocystinu (karcinogen) a lovastatinu
(enzymovy inhibitor uzivany ve farmacii). ZvySeni exprese LaeA vedlo k zvySeni
produkce sekundarnich metabolitl, transformace C. purpurea genem laeA z Asp.
fumigatus neméla zadny vliv na produkci namelovych alkaloidi (Bok et al., 2004;
Lorenz et al., 2009). Methyltransferasa LaeA je soucasti tzv. velvet komplexu,
regulujici vyvoj a kontrolujici produkci sekundarnich metabolith v zavislosti na svétle
(Bayram et al., 2008).
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Obr. 13: Expresni analyza genu klastru pro syntézu namelovych alkaloid
v zavislosti na koncentraci fosfatu v médiu (Haarmann et al., 2005)

Cennym nastrojem vyzkumu syntézy namelovych alkaloidu u C. purpurea je
produkéni kmen P1 skupiny prof. P. Tudzynského. Tento kmen byl ziskan
mutagenezi a je schopen tvorby namelovych alkaloidd v médiu. Produkce kmene P1
byla vyrazné ovlivnéna remodelaci chromatinu pomoci inhibitord histon
acetyltransferas (HATi) a deacetylas (HDACI), vysledek je zobrazen na Obr. 14.
Kmen P1 kultivovany v médiu indukujicim produkci namelovych alkaloidd (T25N) po
pridavku inhibitord histon deacetylas ztratil svoji jedineénou schopnost. Opacny
u€inek byl pozorovan s pouzitim inhibitord histon acetyltransferas v neindukujicim

médiu (BIl). Tyto vysledky napovidaji, Ze remodelace chromatinu zfejmé nepulsobi
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pfimo na klastr, ale na domnély represor, ktery je rozvolnénim chromatinu pomoci
inhibitorll  histon deacetylas (simulujicich proces acetylace histond) aktivovan.
Inhibitory histon acetyltransferas udrzuji represor v neaktivnim stavu (Lorenz et al.,

2009). \_ HDACI
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Obr. 14: Efekt inhibitord histon acetyltransferas a deacetylas v produkci

contral

namelovych alkaloidd. Modré zbarveni signalizuje pfFitomnost alkaloid(
v médiu — Van Urk test (Lorenz et al., 2009)

3.5 Evoluce klastru gentl syntézy namelovych alkaloidu

3.5.1 Vnitrodruhova variabilita klastru

Rlznorodost produkovanych alkaloidd mezi kmeny P1 (hlavni produkovany
alkaloid — ergotamin) a ECC93 (ergokristin) byla studovana na udarovni
neribozomalnich peptid synthetas. Inaktivace genu IpsA1 u kmene P1 vedla k
zastaveni syntézy ergotaminu, ale syntéza malo zastoupeného ergokryptinu byla
beze zmény. Toto zjiSténi potvrdilo, Ze produkce typu ergopeptinu je z vétSi miry

ur¢ena specifitou neribozomalnich peptid synthetas (Haarmann et. al., 2008)

3.5.2 Mezidruhova evoluce klastru

Porovnanim tfi druht — C. purpurea (kmen P1), C. fusiformis a C. hirtella byla
odhalena struktura a rozdily mezi jednotlivymi klastry (Obr. 15). Syntéza alkaloid( u

Claviceps fusiformis je zakon€ena u agroklavinu a elymoklavinu. Klastr neobsahuje
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NRPS kodované geny IpsA1/2 a IpsC zodpovédné za ergopeptiny, gen IpsB je
zkracen a jedna se o pseudogen. Gen cloA nenesl zietelnou inaktivaéni mutaci,
presto jeho funkéni komplementace do C. purpurea vedla k akumulaci agroklavinu a
elymoklavinu, produkt genu je tedy nefunkéni. Nahrazeni genu cloA u C. fusiformis
genem cloA z C. purpurea umoznilo syntézu kyseliny lysergové. Klastr C. fusiformis
se vyvinul z komplexnégjSiho pfedchlidce ztratou NRPS genli a mutacemi v genech
IpsB a cloA (Lorenz et. al., 2007). Syntéza alkaloidi u C. hirtella, ptestoze podle
evoluCnich studii patfi do stejné vétve jako C. fusiformis (Obr. 16), pokracuje
ke slozitéjSim alkaloidiim (ergometrin). Klastr neobsahuje velké NRPS geny IpsA1/2
a jsou patrny pfesmyky v pofadi genu klastru, ale gen /psB ani cloA neni narusen,
gen IpsC zodpovédny za syntézu ergometrinu je pfemistén na pravou stranu klastru
(Lorenz et al., 2009).
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Obr. 15: Klastr gend syntézy namelovych alkaloidd u tfi zastupcl rodu
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Obr. 16: Evolu¢ni vztahy 37 zastupcu rodu Claviceps a jejich isolatl (kmena)

zaloZzena na sekvenci pro B-tubulin (Lorenz et al., 2009)
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3.5.3 Evoluce klastru mezi producenty namelovych alkaloidt

Fylogenetické analyzy genu dmaW, zodpovédného za prvni krok syntézy
namelovych alkaloidli, odhalily monofyleticky puvod genu u hub s produkci
namelovych alkaloidl (Liu et al., 2009).

Klastrovani genl syntézy namelovych alkaloidl bylo odhaleno u organismi
Aspergillus fumigatus (Coyle et al., 2005) a endofytu Epichloé festucae, jehoz
anamorf se nazyva Neotyphodium lolii (Fleetwood et al., 2007). Produkce alkaloid( u
Asp. fumigatus konci u klavinQ, E. festucae tvofi ergopeptiny, nejcastéji zastoupeny
je ergovalin. Zmény v klastrech jsou mnohem vétsi nez mezi druhy Claviceps, ale ve

vSech klastrech byly identifikovany geny homologni s C. purpurea (Obr. 17).

-Eﬂ.'n'.';\\“\,\ -_h'“““-&&.\l.«_i__ easC———eusD " s ,;:ﬁ«?“?ir?_ﬁ_ dmaW  easH IpsA
et s i .

\ o

Nl =
Af ; 3
W ¥ totelomers
easHY  pasd  epaxt’  easK  easl  eas eas edas’y easi dma ¥ easlt  easF —

Obr. 17: Srovnani klastra syntézy namelovych alkaloidt u Claviceps purpurea
(Cp), Neotyphodium lolii (NI) a Aspergillus fumigatus (Af) (Fleetwood et. al.,

2007), pozice genu IpsA, dmaW a cloA u N.lolii neni znama.
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4 Material a metodika
4.1 Biologicky material

elektrokompetentni buriky E.coli TOP10 (Invitrogen, USA)

Claviceps purpurea Gal 404 (TEVA Czech Industries, Ceska republika)

Claviceps purpurea Gal 130 (TEVA Czech Industries, Ceska republika)

hybridni zZito (Secale cereale) se samdci sterilitou plasmotyp Pampa linie 25x130

(Instytut Hodowli i Aklymatizacji Roslin, Radzikow, Polsko)

4.2 Pouzité roztoky a média

Extrakéni roztok pro namelové alkaloidy

5 ml 26% ammoniak (Lach-Ner, Ceska republika), 900 ml aceton (Penta,

Ceska republika), 100 ml destilovana voda

Mobilni faze pro UPLC
Roztok A — pufr : acetonitril (Sigma-Aldrich, USA) 4:1 (v/v), pufr — 0.5% (v/v)

triethylamin (Sigma-Aldrich, USA), pH 4,4 upraveno pomoci koncentrované Kkys.

fosforeéné (Lachema, Ceska republika)

Roztok B — voda : acetonitril 1:4 (v/v)

Identifikadni smés ergoidnich alkaloid( (Teva Czech Industries)

Rozpusténo 0,1 mg ergotaminu, ergostinu, 8-OH-ergotaminu, ergocorninu, a-
ergokryptinu, B-ergokryptinu, ergokristinu, ergogalinu, ergotamininu, ergostininu,
ergocorninu, a-ergokryptininu, B-ergokryptininu, ergogalininu a ergokristininu v 10 ml

90 % methanolu (v/v; Penta, Ceska republika)

LB agar:
25 g Luria Broth high salt (Duchefa, Holandsko), 15 g agaru (Himedia, Indie)

rozpusténo v 1 | destilované vody, autoklavovano
LB médium:

25 g Luria Broth high salt (Duchefa, Holandsko) bylo rozpusténo v 1 |

destilované vody, autoklavovano
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3% agarosovy gel:

30 g agarosy (Amresco, USA) bylo rozpusténo v 1 | TAE pufru

SOC médium:
20 g tryptonu (Duchefa, Holandsko), 5 g kvasni¢ného extraktu (Sigma, USA),

0,5 g chloridu sodného (Sigma, USA) bylo rozpusténo v 950 ml destilované vody a
pfidano 10 ml 250 mM roztoku chloridu draselného (Lachema, Ceska republika). pH
bylo upraveno titraci 5 M hydroxidem sodnym (Penta, Ceskéa republika) na 7,0 a
objem byl doplnén destilovanou vodou na 1 I. Roztok byl sterilizovan autoklavovanim
a poté bylo pfidano 5 ml 2 M roztoku chloridu hofe¢natého (Finnzymes, Finsko) a 20
ml sterilniho 1 M roztoku glukosy (Penta, Ceska republika). Roztok byl sterilizovan
filtraci pfes 0,2 um filtr (Sambrook et al., 2001)

TAE pufr:
40 mM Tris (Duchefa, Holandsko), 1 mM EDTA (Penta, Ceska republika),

pufrovano kyselinou octovou na pH 8,0 (Sambrook et al., 2001)

Mantle agar: §
100 g sacharosa (Penta, Ceska republika), 10 g L-asparagin (Sigma-Aldrich,

USA), 1 g tetrahydrat dusiénanu vapenatého (Penta, Ceska republika), 0,25 g
dihydrogenfosforeénan draselny (Penta, Ceska republika), 0,25 g heptahydrat siranu
hofeénatého (Penta, Ceska republika), 0,125 g chlorid draselny (Lachema, Ceska
republika), 0,033 g heptahydrat siranu Zeleznatého (Neo-Lab, Némecko), 0,027 g
heptahydrat siranu zineCnatého (Neo-Lab, Némecko), 0,01 g L-cystein (Sigma-
Aldrich, USA), 0,1 g kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), 20 g agar (Himedia, Indie)

rozpusténo v 1 | destilované vody, pH 5.2 (HCI), autoklavovano

4.3 Postup

4.3.1 Ockovani zita kmeny C. purpurea

Kmeny C. purpurea Gal130 a Gal404 byly kultivovany na Petriho miskach na
sporulacnim Mantle agaru pfi 28°C, pfitomnost konidii byla kontrolovana pomoci
mikroskopu. Misky byly zality vodou a takto vzniklé inokulum bylo pomoci injekce
aplikovano do klast rostlin sterilniho Zita ve fazi metani. Zito rostlo ve skleniku pfi
teploté 22-25°C a pred vysazenim bylo jarovizovano ve stadiu 2 tydennich

semenacku pfi 4°C po dobu 50 dn.
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4.3.2 Izolace RNA

Infikované klasy byly zamrazeny tekutym dusikem a rozdrceny ve hmozdifi.

Pro vlastni izolaci RNA byl pouzit kit RNAqueous® (Ambion, USA) podle postupu
vyrobce. RNA byla eluovana 100 pl eluéniho roztoku, ktery je soucasti Kkitu.
Odstranéni DNA kontaminaci bylo provedeno kitem Turbo DNA-free™ (Ambion,
USA). Ke 100 pl roztoku RNA bylo pfidano 10 yl 10x Turbo DNAse buffer a 3 pl
Turbo DNAsy (2 U/ul), roztok inkubovan 45 minut pfi 37°C, poté pfidany dalsi 2 pl
Turbo DNAsy a inkubovano dalSich 45 minut.

K precisténi RNA byly pouzity magnetické kulicky Agencourt RNA clean XP
(Beckmann-Coulter, USA). K50 ul roztoku RNA bylo pfidano 25 pul roztoku mag.
kulisek a 20 ul isopropanolu (Lach-ner, Ceska republika), smés byla 30
s vortexovana a umisténa do magnetického stojanku na 5 min, poté byl odpipetovan
supernatant a kuliky promyty tfikrat 70% ethanolem (Penta, Ceska republika). Pelet
kulicek byl vysuSen v digestofi a RNA eluovana 25 yl RNAse free vody (Ambion,
USA).

4.3.3 Prepis RNA do cDNA
Koncentrace RNA byla méfena na spektrofotometru NAS-99 (ACTGene,

USA), k pfepisu bylo pouzito vzdy 2 ug RNA, které se doplnily RNAse free vodou do
kone¢ného objemu 13 pl a pfidan 1 pl Oligo d(T)s primeru (Fermentas, Litva). Smés
byla zahfata na 70°C 5 min a poté ochlazena na ledu. Na ledu byly pfidany 4 pl 5x
Reaction buffer a 2 yl 10 mM dNTP mix (Fermentas) a smés byla inkubovana 5 min
pfi 37°C. K smési byl pfidan 1 pl RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul,
Fermentas) a reakce probihala pfi 42°C 90 min, reakce byla ukonena zahfatim na
70°C po dobu 10 min.

4.3.4 Navrh primert pro geny klastru a patogenicity

Nukleotidové  sekvence gentd byly ziskany zdatabaze  NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Pomoci programu Primer Express® v3.0 (Applied
Biosystems) byly vybrany dva pary primert. Prvni par primer( byl vybran tak, aby
jeden primer nasedal na pfechod mezi exony (Obr. 18), v druhém paru primeru
nasedal kazdy na jiném exonu. Primery byly syntetizovany firmou Metabion
(Némecko). Lyofilizované primery byly rozpustény v destilované vodé v mnoZstvich

doporu€enych dodavatelem pro dosazeni koncentrace 100 pmol/ul, pro qRT-PCR
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reakci byl vzdy vytvofen premix primeru — 1,2 uyl zobou primerd (100 pmol/ul)

pridano do 100 pl destilované vody.

Primer 1 Primer 2
Exon 7 Exon
Primer 1 Primer 2
Exon Exon

Obr. 18: Navrh primer( pro geny expresni profilace

4.3.5 Expresni profilace pomoci gRT-PCR
Kvantitativni RT-PCR byla provadéna na pfistroji ViiA™ 7 Real-Time PCR

System (Applied Biosystems) v tovarnim nastaveni teplotniho profilu reakce. Reakce

probihaly v 96 jamkovych deskach MicroAmp® Fast Optical (Applied Biosystems),
pokrytych folii MicroAmp® Optical Adhesive Film. Slozeni reakéni smési je uvedeno
v Tabulce 1.

K vyhodnoceni zmény exprese byla pouzita metoda relativni kvantifikace
AAC+ pro kterou byly vybrany dva provozni geny C. purpurea — gen tefA kdodujici
translacni elongacni faktor 1-alfa a gen tub kddujici beta-tubulin. Jako kalibrator byla
vybrana biologicka skupina sbéru 3 dny po inokulaci, pokud neni vyznaceno jinak.

Pro geny patogeneze byl pouZit program DataAssist® (Applied Biosystems)
pracujici se 100% ucinnosti primerd. Jednotlivé klasy zafazeny do skupin
biologickych replikatu. Program byl nastaven pro vylou€eni C; hodnot vy$Sich nez 36
a technickych replikatd s odliSnymi hodnotami pomoci Grubbsova testu. Program
pracuje S neparovym dvouvybérovym t-testem, vysledna p-hodnota
pravdépodobnosti byla navySena metodou Benjamin-Hochberga pro odstranéni
faleSné pozitivnich vysledka.

Exprese genl klastru namelovych alkaloidl byla zpracovana programem

RealTime StatMiner® (Integromics). Tento program umoZfiuje zménu U&innosti
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primerQ, které byly zjiStény v ramci praktické Casti diplomové prace. Nastaveni
programu odpovidalo programu DataAssist®, byly vyloudeny C; hodnoty vy$§i nez 36
a odliSné hodnoty mezi technickymi replikaty. Pro statistické vyhodnoceni byl vybran
neparametricky Wilcoxonlv test (nékdy oznaCovan jako Mann-Whitney test) a

vybrana metoda Benjamin-Hochberga k odmitnuti faleSné pozitivnich vysledku.

Tabulka 1. Slozeni reakéni smési gRT-PCR

Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied | 5 pi

Biosystems)

Primer premix 2,5 ul
cDNA templat 2,5 ul
Celkovy objem 10 i

4.3.6 Elektroforéza v agarézovém gelu

Separace probihali v 3% agarézovém gelu v TAE pufru, do 100 ml 3%
agarozového gelu bylo pfidano 30 pl 10% ethidium bromidu (v/v; Sigma-Aldrich,
USA). Ke vzorkiim byl pfidan 6x vzorkovaci pufr (TaKaRa, Japonsko) pro vyslednou
koncetraci 1x. Pro zjisténi velikosti fragmentt byl na gelu zaroven separovan 50 bp

zebfik (Fermentas, Litva). Separace probihala pfi 120 V.

4.3.7 Uginnost primerd v gRT-PCR reakci

Pro vybrané sady primerd byla zjisténa jejich ucinnost v PCR reakci.
Amplikony, ziskané v qRT-PCR reakci, byly separovany elektroforézou v 3%
agarozovém gelu v TAE pufru, vyfezany z gelu a izolovany pomoci QIAquick Gel
extraction spin kitu (Qiagen, USA) dle postupu vyrobce. Ziskané amplikony byly
ligovany do pDRIVE plasmidu pomoci Qiagen PCR cloning kitu (Qiagen, USA) a
smés inkubovana pfi 16°C pfes noc a ligasa inaktivovana pfi 70°C 10 min. Poté byl
pridan 1 pl ligacni smési k 50 pl elektrokompetentnich E. coli TOP10 bakterii,
elektroporace probihala pfi napéti 1800 V a trvani pulsu 4 ms v pfistroji BTX PEP
ECM 399 (BTX, USA). Po pulsu bylo k bakteriim pfidano 200 yl SOC média a
bakterie vysety na LB agar s antibiotikem ampicilinem o koncentraci 50 ug/ml a pro
metodu a-komplementace bylo na misku rozetieno 40 pl roztoku XGal (0,1 M roztok

v N,N’-dimetylformamidu) a 40 ul IPTG (0.1 M vodny roztok), inkubace pfes noc pfi
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37 °C. Druhy den byly bilé kolonie pfeneseny pomoci sterilniho paratka do 2 ml
tekutého LB média obsahujici antibiotikum ampicilin (50 pg/ul) a inkubovany pfes noc
pfi 37 °C na tfepacce. Namnozené bakterie byly pouzity pro izolaci plasmidu pomoci
QlAprep Miniprep kitu (Qiagen, USA) dle navodu vyrobce a velikost inzertu ovéfena
restrikci EcoRI restrikéni endonukleasou (Fermentas, Litva) a naslednou
elektroforetickou separaci na 3% agarézovém gelu. Plasmidy nesouci inzert o
spravné velikosti byly pouzity jako templat do qRT-PCR reakce v kalibraéni fadé
zacinajici koncentraci 1 ng/ml a snizujici se koncetraci vzdy na polovinu. Kalibraéni
fada méla vzdy 12 reakci a kazda reakce byla nejméné jedenkrat replikovana.
Ziskané C; hodnoty pro rizné koncentrace plasmidu byly zaneseny do grafu
v programu MS Excel® (Microsoft) a ze sklonu logaritmické spojnice trendu byla
zjiSténa ucCinnost pomoci webove stranky:

http://www.genomics.agilent.com/CalculatorPopupWindow.aspx?CallD=8

4.3.8 Méreni obsahu alkaloidu

Rozdrcené klasy byly pouzity pro méfeni obsahu alkaloidu, dle metodiky firmy

TEVA Czech Industries sr.o. K0,5 g rozdrceného materialu bylo pfidano 50 ml
extrakéniho roztoku, objem extrakéniho roztoku se pfimo umérné meénil podle
hmotnosti rozdrceného materialu. Alkaloidy byly extrahovany dvé hodiny na tfepacce.
Smés byla prefiltrovana pres skelnou vatu a 10 ml bylo odpafeno ve varné barice
v rotaéni vakuové odparce (vyrobce) pfi teploté 60 °C vodni lazné. Odparek byl
rozpustén v 250 pl 90% methanolu (vodny roztok; Penta, Ceska republika),
prefiltrovan a 100 ul roztoku bylo pfidano k 900 pl roztoku B mobilni faze. Ze
vzniklého roztoku bylo 400 ul pipetovano do vialek pro HPLC analyzu.

HPLC analyza byla provadéna na pfistroji Shimadzu Nexera na koloné Zorbax
eclipse C18 (2,1 x 50 mm, velikost ¢astic 1,8 ym), injekéni objem do kolony byl 5 pl.
Pribéh gradientu koncentraci roztokd A a B v mobilni fazi je znazornén v tab. 2. Jako
standard byl pouzit 20uM ergotaminu (Teva Czech Industries) a identifikacni smés
obsahujici deset riznych ergoidnich alkaloidi (Teva Czech Industries, Sarze AM-QC-
LC239)
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Tab. 2: Koncentrace roztokl A a B v mobilni fazi

Gradient
100
75 roztok B
;\? roztok A
E 50 \
o)
o \
25
O T T T T T T T T T T T T T |
0 2 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 40
c¢as (min)
Cas (min) 0 8 10 12 14 16 18 20 26 28 40
Roztok A (obj. %) 93 93 90 87 71 56 56 41 41 93 93
Roztok B (obj. %) 7 7 10 13 29 44 44 59 59 7 7
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5 Vysledky

5.1 Navrh a ovéreni uc¢innosti primeru

Byly provedeny sbéry infikovaného Zita v ¢asovych intervalech 3, 7, 13, 23, 34,
45, 55 a 65 dni po inokulaci, vzdy tfi nahodné vybrané klasy z rlznych rostlin pro
danny sbér a kmen (Gal 404/130). Z klasu byla izolovana celkova RNA, pfepsana do
cDNA a jednotlivé klasy pouzity v expresni profilaci a méfeni obsahu alkaloid(.

Primery navrzené v programu Primer Express® v3.0 (Applied Biosystems) byly
otestovany pro tfi templaty — cDNA infikovaného Zita, cDNA mycelia a genomické
DNA C. purpurea Gal404 (Obr. 19). Elektroforetickou separaci v 3% agarézovém

gelu byla ovéfena velikost amplikonl a vybrany primery pro qRT-PCR reakci.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
LY
!on..l .
-y 150,
100 —
—— = - - — -
50
A B C A B C A B C A B C

Obr. 19: Elektroforetogram vzorku z qRT-PCR. 1-3 gen Cppg2 (primer pfes intron), 1
-79 bp, 2-79 bp, 3 — 180 bp; 4-6 gen Cdc42 (primer pres intron), 4 — 76 bp, 5 — 76
bp, 6 — 76 bp; 8-10 gen Cdc42 (primery na exonech), 8 — 99 bp, 9 — 99 bp, 10 — 204
bp; 11-13 gen Cot1 (primer pfes intron), 11 =79 bp, 12 - 79 bp, 13 — 79 bp. A- cDNA
templat z infikovaného Zita, B — cDNA mycelia, C — genomicka DNA C. purpurea; 7 —

50 bp Zebfik (Fermentas)

Prehled navrzenych primerQ, které byly pouzity pro expresni analyzu je
uveden v tabulce 2. Pro geny dmaW, IpsA, easF, nox1 a xyl2 byly pro srovnani, Ci
z davodu nizké eficience jedné sady pouzity dvé sady primertd oznacené Cisly 1 a 2.
Zkratky EF a TUB jsou oznaceni pro endogenni kontroly. Z divodu vysoké
homologie mezi geny IpsA1 a IpsA2 byli primery pro tento gen vybrany tak, aby
nasedali na oba tyto geny.

Uginnosti primer( pro geny syntézy namelovych alkaloidd jsou uvedeny

v tabulce 3. Hodnota R? uréuje regresni koeficient, udava blizkost Ct hodnot datové
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fady a pfimky regrese.

Tab. 2: Primery pro expresni profil C. purpurea

Velikost
Gen Forward primer Reverse primer amplikonu cDNA
templatu (bp)
Geny klastru namelovych alkaloidl C. purpurea
easC gcatatggagagttcgaggttacg tcgagggttgtcgtggaaa 115
dmaW 1 | ttcaggattcgtacccgtatca caaatgtgtgcaaatatacgctcaa 110
dmaW 2 | cggttttcggcatgaatgac caaatgtgtgcaaatatacgctcaa 211
easG atcaaggacgtcacatataccgtact cctgtgccacctecgtcecgta 256
easA tcgtgcggatgacaatgg tcgctgggcgtagaatgtcet 57
easE gtagtgagtgcgaatggtgacct ggcccagaataggtcttgattg 66
easD aattgtgtttctccaggcatca ggctttgggctcgaattga 60
IpsA 1 gcatgtggagagaccaggagtat tccggcaagggaatatcg 91
IpsA 2 ccgagtcgcgcagaac tactcctggtctctccacatgce 53
easF1 tctagaccttggtagcgctaacct tcaagcgcaaagtacaaaacgt 92
easF2 aggagatcgagatattgaagcaa aggttagcgctaccaaggtctaga 90
IpsC tcctttaaccggegttgtg tggacgcatgtggctattagt 62
lpsB tcaatctgttcgatcttgttaccc gggtaacaagatcgaacagattga 81
cloA tgtattgggacaactctggcata cgggagaagaagtacgcgata 61
EF caagcccggtatggtcgtta ctgctcgtggtgcatttcce 78
TUB ctcagcaaatgtttgaccctaaga agatggcagagcatgtcaggta 80
Geny patogeneze C. purpurea
Cdc42 cttggcgccgttaagtacgt cgattgcctcgtcaaagaca 76
Cla4 gtccacttaccgatgtcattga ccccggcaagtctcegttac 82
Cot1 aggcttcattcatcgtgacataaa gccgaaatccgtcaacttga 79
Cppg1 tggcactcgcgtcatctte ggccttcccactcttggtatce 59
Cppg2 gacctgagcgacttgaacgat ggccttcccactcttggtatt 79
Cptf1 tgatgacgacgacgatatgatg gggcagcaacgcgattt 104
Mid1 gaatgtgaagaggcaggacgat tgcaattgggtgcagcat 100
Mk1 aaggagtacacgaaggccattg gggtcaactgatggtgataatcttt 109
Mk2 gcaaaacgctggctacatgac accagacatcaatggctttgg 104
Nox1/1 cagcaggccgcegtgat cctaaccggcagtcetttett 102
Nox1/2 ggtgtgtacttctgtggtccttcag cctaaccggcagtcetttett 127
Rac aaatacttggaatgctctgctctca gaggattcaagacagcacgaatg 82
Xyl2/1 tacgcttgggatgtcgtcaa cgccgaggaggttgtagtaga 79
Xyl2/2 tggacgatacaagggcaagat gccgtcectgetecgaagate 63
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Tab.3: Uginnost vybranych primerG pro geny syntézy namelovych alkaloidd

Gen Sklon R? Uéinnost [%]
easC -3.217 0,9979 104.575
dmaWw 1 -3.753 0,9987 84.701
dmaWw 2 -4.300 0,9959 70.835
easG -3.785 0,9992 83.738
easA -3.251 0,9984 103.046
easE -3.533 0,9999 91.899
easD -3.486 0,999 93.576
IpsA 1 -3.663 0,9991 87.486
easF 1 -4.415 0,9991 68.457
IpsC -3,488 0,9992 93.491
lpsB -3,405 0,9961 96.643
cloA -3.480 0,9985 93.796
EF -3.637 0,9985 88.36
TUB -3.680 0,9996 86.963

5.2 Analyza obsahu alkaloidu

Tabulka 4 ukazuje obsahy hlavnich namelovych alkaloidd charakteristickych
pro kmeny Gal130 (ergokristin) a Gal404 (ergotamin) v pribéhu infekce rostliny Zzita
naméfené HPLC metodou. Obsah alkaloidi je uveden jako podil z hmotnosti
rozdrceného klasu pouzitého k analyze. K vétSi prehlednosti je uveden priamérny
obsah alkaloidi v klasech s uvedenymi standardnimi odchylkami (Obr. 20). Pro
vypocet obsahu byl pouzit soucet ploch piku alkaloidl (ergokristin, ergotamin) a jejich
oxida¢nich produktd (ergokristinin, ergotaminin). C. purpurea neprodukuje jen jeden
ergoidni alkaloid, ale vzdy jsou pfitomny i jiné typy. Kmen Gal404 obsahoval pfimési
alkaloidi B-ergokryptinu a ergokristinu, kmen Gal130 pfimés a-ergokryptinu. Obsah
téchto alkaloidu rostl zaroveri s obsahem hlavniho produkovaného alkaloidu, jejich

obsah dosahoval maximalné 10% obsahu hlavniho alkaloidu.
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Tab. 4: Obsah alkaloidl v analyzovanych klasech

Obsah alkaloidu jako podil hmotnosti klasu (hm. %o)
Dny po | Klas Gal404 (ergotamin) Gal130 (ergokristin)
inokulaci
3 I 0 0
I 0 0
M 0 0
7 I 0 0
I 0 0
M 0 0
13 I 0,03 0
Il 0 0
M 0,05 0
23 I 0,04 0,04
Il 0,02 0,07
M 0 0,12
34 I 0,08 0,80
Il 0,1 0,39
M 0,16 1,43
45 I 1,59 0,25
I 3,06 0,58
M 0,27 0,18
55 I 0,80 1,24
I 1,24 2,00
M 0,14 0,28
65 I 0,23 1,80
I 0,58 1,07
M 0,31 0,97
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Pramérny obsah alkaloidu
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Obr. 20: Pramérny obsah ergoidnich alkaloidd v analyzovanych klasech

Sklerocia z infikovanych rostlin kmenem Gal404, které nebyly pouZzity pro
expresni profilaci, byly pouzity pro analyzu obsahl ergotaminu. Sklerocia byly
rozdéleny podle velikosti — sklerocia do 1 cm, do 2,5 cm a nad 2,5cm. Obsah
ergotaminu je opét uveden jako podil hmotnosti analyzovaného sklerocia. Pro
zajimavost byl zméfen obsah ergotaminu v myceliu kmene Gal404 starém 14 dni,
ergotamin byl pfitomny v malém mnozstvi pouze u jednoho z 5 vzorku, proto neni u

obsahu ergotaminu v myceliu uvedena standardni odchylka.

Tab. 5: Obsah ergotaminu v myceliu a sklerociich kmene Gal404 rozdélenych dle

velikosti. A — velikost do 1 cm, B — velikost do 2,5 cm, C — velikost nad 2,5 cm.

Sklerocia Obsah ergotaminu (hm.%)
Gal 404 A 1,37 £ 0,13

Gal 404 B 1,47 + 0,16

Gal 404 C 1,62+0,18

Gal 404 mycelium 0,002
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5.3 Analyzy genové exprese

Spole¢nym prvkem vétSiny expresnich analyz je pokles exprese studovaného
genu ve sbérech 7 a 13 dni po inokulaci. Pfi¢ina tohoto poklesu je zduvodnéna

v kapitole 6 Diskuze.

5.3.1 Exprese genu patogenicity

Pro snaz$i oriencientaci jsou v tabulce 6 uvedeny produkty a funkce genu

patogenicity.

Tab. 6: Geny patogenicity uZité v expresni studii

Gen Protein Funkce

Cppg1/2 polygalakturonasa degradace pektinu ovaria
Xyl2 endo-1,4-B-xylanasa hydrolyza xylanu

Rac GTPasa bun. Signalizace

Cdc42 GTPasa bun. Signalizace

Cla4 P21-aktivovana kinasa bun. Signalizace

Cot1 Ser/Thr kinasa bun. Signalizace

Mid1 Ca** kanal signalizace Ca** p¥ijmu
Mk1/2 MAP kinasa bun. signalizace

Tf1 transkrip¢ni faktor odpoved na oxidativni stres
Nox1 NADPH-oxidasa tvorba reaktivnich forem kysliku
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5.3.1.1 Exprese genu koduijici slozky signalnich drah (obr. 21)

Exprese téchto genl se pfili§ v pribéhu infekce nelisila, geny vykazovaly
podobny trend ristu exprese i mezi kmeny Gal130 a Gal404, vyraznéjSi rozdil mezi
kmeny byl pouze u genu cla4. Narust exprese byl nejvyssi u genu Mk2 ve sbéru 45

dpi, narast byl ovsem pouze 2,5x oproti sbéru 3 dpi.

GTPasa Cdc42 P21-aktivovana kinasa Cla4
25 2
2 15
IRE o B Gal130
@ Gal130 1
€ & B Gal404
B Gal404
05
05
0 0
3 7 13 23 34 45 55 65 3 13 23 34 45 55 65
dpi dpi
MAP kinasa Mk1 5 MAP kinasa Mk2
3
25 25 —
2 mGat3o| | B Gal130
Cis
31 5 BGaldo4 | | B Gal404
14 14
05 4 05
0+ 04
3 7 13 23 gpj 34 45 55 65 3 7 3 23 gpi 45 55 65
Ser/Thr kinasa Cot1 GTPasa Rac
2 2
15 ] 15
@ Gal130 O Gal130
g mGa404 | |2 ] B Gal404
05 05
0 0
3 7 13 23 dpi 34 45 55 65 3 7 13 2 4o ¥ 45 55 65
, ca’ kanal Mid1
1,5
O Gal130
<]
x' W Gal404
05
0 4
3 7 13 B g # 45 55 65
pi

Obr. 21: Exprese genu patogenicity: slozky signalnich drah. Kalibratorem ve

vSech pfipadech je sbér 3 dny po inokulaci (dpi).
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Tab. 7: Statistické vyhodnoceni exprese genl patogenicity u tfi nahodné vybranych
klasu neparovym t-testem — sloZky signalnich drah.

p-hodnota

Dpi 3 7 13 23 34 45 55 65

Cla4 Gal130 1 0,3729 | 0,3329 | 0,0888 | 0,0884 | 0,1503 | 0,053 0,0464
Cla4 Gal404 1 0,0835 | 0,7637 | 0,0923 | 0,0968 | 0,2643 | 0,2162 | 0,1702
Cdc42 Gal130 1 0,6383 | 0,5645 | 0,9924 | 0,3367 | 0,1186 | 0,083 0,2956
Cdc42 Gal404 1 0,0102 | 0,0305 | 0,0817 |O0,1112 | 0,233 0,1068 | 0,2209
Cot1 Gal130 1 0,6362 | 0,0621 | 0,0888 | 0,0884 | 0,1539 | 0,053 0,2105
Cot1 Gal404 1 0,5995 | 0,0531 | 0,046 0,146 0,2643 | 0,3602 | 0,5753
Mk1 Gal130 1 0,3729 | 0,5065 | 0,2799 | 0,2602 | 0,1503 | 0,026 0,0239
Mk1 Gal404 1 0,0216 | 0,7637 | 0,0598 | 0,0244 | 0,1322 | 0,0407 | 0,0079
Mk2 Gal130 1 0,6383 | 0,149 0,0888 | 0,0884 | 0,0395 | 0,026 0,0354
Mk2 Gal404 1 0,1161 | 0,0531 | 0,0598 | 0,0244 | 0,0135 | 0,0407 | 0,0589
Rac Gal130 1 0,5026 | 0,5645 | 0,9924 | 0,9235 | 0,5093 | 0,5752 | 0,7673
Rac Gal404 1 0,0216 | 0,0531 | 0,046 0,1035 | 0,2643 | 0,018 0,0079
Mid1 Gal130 1 0,49 0,3529 | 0,7541 | 0,7118 | 0,525 0,617 0,3114
Mid1 Gal404 1 0,0216 | 0,1134 |0,1773 | 0,1218 | 0,278 0,1357 | 0,2243

5.3.1.2 Exprese genu zapojenym v metabolismu ROS (obr. 22)

Rozdil v expresi genu Nox71 byl vyrazny mezi kmeny Gal404 a Gal130, rozdil
byl potvrzen u obou sad pouzitych primerd (Nox1/1 a Nox1/2). Rust exprese genu
cptf1 vykazoval stejny trend rlstu u obou kmenud. NejvySsi exprese dosahovala 2,5-

nasobek exprese v kalibratoru. Kalibratorem je sbér 3 dpi.

NADPH-oxidasa Nox1/1 NADPH-oxidasa Nox1/2

25 2,5

2l @ Gal130 2 @ Gal130
s | mGal4o4 | | S5 B Gal404

05 1 0,5+

3 7 13 23 34 45 55 65 3 7 13

dpi 23 dpi 3 45 55 65

Transkripéni faktor Cptf1

@ Gal130
m Gal404

3 7 13 23 34 45 55 65
dpi

Obr. 22: Exprese genu patogenicity: geny zapojené v metabolismu ROS.
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Tab. 7: Statistické vyhodnoceni exprese genl zapojenych v metabolismu ROS
neparovym t-testem u tfi nahodné vybranych klasu.

p-hodnota

dpi 3 7 13 23 34 45 55 65
Cptf1 Gal130 1 0,3729 | 0,0621 | 0,0888 | 0,3508 | 0,9931 | 0,7306 | 0,2819
Cptf1 Gal404 1 0,0216 | 0,0332 | 0,8812 | 0,1942 | 0,1216 | 0,1702 | 0,1012
Nox1/1 Gal130 1 0,3729 | 0,149 0,0888 | 0,1801 | 0,0581 | 0,053 0,0464
Nox1/1 Gal404 1 0,5449 | 0,0531 | 0,0598 | 0,0866 | 0,0946 | 0,1137 | 0,0996
Nox1/2 Gal130 1 0,3729 | 0,1301 | 0,0888 | 0,2509 | 0,0581 | 0,0592 | 0,0354
Nox1/2 Gal404 1 0,6739 | 0,0856 | 0,0891 | 0,0968 | 0,1216 | 0,1137 | 0,103

5.3.1.3 Exprese gent degradace bunééné stény (obr. 23)

V expresi téchto genl byl pozorovan nejvétsi rozdil mezi kmeny, nejvyssi
exprese byla 3 dny po inokulaci u kmene Gal404, u kmene Gal130 byla exprese
nejvy$si 7 dni po inokulaci. Pro gen xyl/2 byly pouzity 2 sady primerQ, vykazujici
obdobny profil exprese. OdliSny trend byl pouze u genu cppg2, tento trend byl
podobny i u kmene Gal130. NarUst exprese téchto genl dosahovala podstatné
vySSich hodnot oproti ostatnim gendm patogenicity, v pfipadé genu xy/2 sady 1

dosahla exprese 40-nasobku exprese kalibratoru.

Polygalakturonasa Cppg1 Polygalakturonasa Cppg2
40
. 12
30 10
% @ Gal130 8 @ Gal130
(<}
% mGako4 | | 61 B Gal404
15 4
10
2 4
5
0 0
3 7 13 23 dpi 34 45 55 65 7 13 23 dpi 34 45 55 65
Endo-1,4-B-xylanasa Xyl2/1 Endo-1,4-B-xylanasa Xyl2/2
45 25
40 ]
35 20 m
%0 BGal130| | |
o o O Gal130
20 B Gal404 | |
10 1 | Gal404

15 4
10 4

3 7 13

| —

28 gpi % 4 5B 65

13

23 dpi 34 45

55 65

Obr. 23: Exprese genu patogenicity: geny degradace bunécné stény. Pro vysSi

prehlednost byl jako kalibrator pro kmen Gal404 zvolen sbér 65 dpi, kalibrator

kmene Gal130 byl sbér 3 dpi.
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Tab. 8: Statistické vyhodnoceni exprese genl zapojenych v degradaci bunééné stény
neparovym t-testem u tfi nahodné vybranych klasu

p-hodnota

dpi 3 7 13 23 34 45 55 65

Cppg1 Gal130 | 1 0,1984 |0,1421 |0,3421 |0,3367 | 04473 | 05752 | 0,7673

Cppg1 Galdd4 | 4 087 | 0,0034 | 0,0027 | 0,4906 | 0,5674 | 0,5172 | 03049 |1

Cppg2 Gal130

1 0,423 | 0,7478 |0,8583 | 0,0855 |0,0395 | 0,026 | 0,0439
Cppg2 Galdd4 | 40198 | 0,0034 | 0,741 | 0,8316 | 0,8695 | 0,9207 | 05223 |1
Xvi2il Gal130 | 0,123 | 02711 | 06728 | 06974 | 0,5093 | 0,6403 | 0,5216
Xyl2/1 Gal404 1 0,019 | 0,0046 | 00244 | 04906 |0,3283 |052 | 03049 |1
Xvi2/2 Gal130 | 0,1984 | 0,6465 |0,6728 | 04468 | 0,1539 | 0,2592 | 0,2563

Xyl2/2 Gald04 | 4 019 | 0,0069 | 0,022 | 0,6205 |0,3283 |0,6322 |0,3723 |1
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5.3.2 Exprese genu klastru syntézy ergoidnich alkaloidu

Analyzované geny dosahovali nejvy$Si exprese 34 dnl po inokulaci u kmene
Gal130 a 45 dni po inokulaci u kmene Gal404. Zmény exprese genU u jednotlivych
sbéru vykazovaly velmi podobné trendy. Exprese gend kmene Gal404 nardsta do
maxima 45 dpi a poté klesa. U kmene Gal130 exprese narlista do maxima 34 dpi,
klesa a zvolna roste az do posledniho sbéru 65 dpi. Pro geny dmaW, easF a IspA
byly pouzity 2 sady primer(, sada 1 genu IpsA s ovéfenou ucinnosti nebyla pro
expresni studii pouzita, protoze vysledky s témito primery poskytovaly Spatné a

nereprodukovatelné vysledky jiz v technickych replikatech.

V tabulce 8 jsou uvedeny funkce produktu analyzovanych genu, grafy exprese
jsou seskupeny na geny zapojené v syntéze Kkys. lysergoveé spoleCné se zatim
necharakterizovanym genem easC (obr. 24) a geny neribozomalnich lysergyl peptid

syntas (obr. 25).

Tab. 8: Geny klastru syntézy ergoidnich alkaloidl analyzované v expresni profilaci

Gen Funkce

easA Agroklavin syntasa

IpsB LPS 2, aktivace kys. lysergové
IpsC LPS 3, syntéza ergometrinu
CloA Elymoklavin monooxygenasa
easC Reduktasa/dehydrogenasa
easD Chanoklavin-I-dehydrogenasa
eask Chanoklavin-I-syntasa
easF 4-dimethylallyltryptofan N-methyltransferasa
easG Agroklavin syntasa
dmaW DMAT syntasa

IpsA1 LPS 1, syntéza ergopeptint
IpsA2 LPS 1, syntéza ergopeptin(
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Obr. 24: Exprese genU klastru syntézy ergoidnich alkaloidi — geny koédujici

enzymy syntézy kys. lysergové a necharakterizovany gen easC
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Tab. 9: Statistické vyhodnoceni neparovym t-testem exprese genu klastru syntézy
ergoidnich alkaloidu u tfi nahodné sebranych klasu — geny kddujici enzymy syntézy

kys. lysergové a gen easC

p-hodnota

dpi 3 7 13 23 34 45 55 65

dmaW 1 Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,4465 | 0,0871 | 0,0943 | 0,2424 | 0,0871

dmaW 1 Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,2424 | 0,1029 | 0,1029 | 0,4465 | 1

dmaW 2 Gal130 04122 | 0,1415 | 0,6625 | 0,0871 | 0,4122 | 0,2424 | 0,0871

dmaW 2 Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,1617 | 0,6625 | 0,6625 | 1 0,4465
easF 1 Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,6625 | 0,1904 |1 0,6625 | 0,3827
easF 1 Gal404 0,1029 | 0,3827 | 0,4465 | 0,4122 | 0,6625 |1 0,4465
easF 2 Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
easF 2 Gal404 1 0,3827 | 0,2424 | 0,2222 | 0,2222 | 0,4465 | 0,7135

RN (UL N [EUIE O [ N U N (U N (I N [ N (U N (U O [ O (SIS U [ N [ N [ N (I U [ N [ O [ O .

easE Gal130 0,2222 | 0,6625 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,2424 | 0,0871
easE Gal404 0,1029 | 0,3827 | 0,1617 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
easD Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
easD Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,2424 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
easA Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
easA Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,1617 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
easG Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
easG Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,6625 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
cloA Gal130 0,2222 | 0,1415 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
cloA Gal404 0,1029 | 0,1414 | 0,2423 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1131 | 0,1131
easC Gal130 0,2222 | 0,2962 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
easC Gal404 0,1029 | 0,1415 | 0,6625 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
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Obr. 25: Exprese genl lysergyl peptid syntas IpsB, IpsC a IpsA klastru

ergoidnich alkaloidu

Tab. 10: Statistické vyhodnoceni exprese genu lysergyl peptid syntas /psB, I[psC a

IpsA klastru ergoidnich alkaloidd neparovym t-testem u tfi nahodné vybranych klasu.

p-hodnota

dpi 3 7 13 23 34 45 55 65

IpsB Gal130 1 0,2222 | 0,4465 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,6625 | 0,0871
IpsB Gal404 1 0,4121 | 0,2666 | 0,1617 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
IpsC Gal130 1 0,2222 | 0,4465 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,6625 | 0,0871
IpsC Gal404 1 0,2222 | 0,3827 |0,1617 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132
IpsA 2 Gal130 1 0,2222 | 0,6625 | 0,1029 | 0,0871 | 0,0943 | 0,1415 | 0,0871
IpsA 2 Gal404 1 0,1029 | 0,2666 | 0,1617 | 0,1029 | 0,1029 | 0,1132 | 0,1132

5.3.3 Porovnani exprese genu klastru mezi myceliem a sklerociem

Diky vypracovanym kalibranim fadam pro jednotlivé geny bylo mozZné

porovnat hladiny jednotlivych transkriptd u kmene Gal4d04 mezi myceliem a

sklerociem (tab. 11). Porovnani je zpracovano do grafu (Obr. 26), ve kterém je pro

nazornost nastaveno mnozstvi transkriptd genu cloA ve sklerociu i myceliu na

hodnotu 1, sada primerQ pro gen IpsA nebyla zpracovana.
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Tab. 11: Mnozstvi transkriptu v myceliu a sklerociu kmene Gal404

Gen Mycelium Gal404 | Sklerocium Gal404 Sklerocium/mycelium
dmaWw1 909 206889 228
dmaw?2 639 121412 190
cloA 3858 669455 174
easA 3343 2114882 633
easC 4753 20602 4
easD 1266 126210 100
easE 1604 163605 102
easF 1 499949 499949
easG 6037 151671 25
lpsB 1485 37286 25
IpsC 1355 175920 130

Mnozstvi transkriptd kmenu Gal404

3,5
3

2,5 O Gal404 mycelium
) B Gal404 sklerocium

1,5 ]

0,5

Sis B="mE B | [ [ rlﬂ.ﬂ

dmaW dmaW cloA easA easC easD easE easF easG IpsB IpsC
1 2

Obr. 26: Rozdil v mnozstvi transkriptu mezi myceliem a sklerociem
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6 Diskuze

Primyslové kmeny Claviceps purpurea Gal4d04 a Gal130, uzité vtéto
diplomové praci, byly ziskany nahodnou mutagenezi a intenzivni selekci vhodnych
mutantl na obsah alkaloidd ergotaminu (kmen Gal404) a ergokristinu (kmen Gal130)
firmou Teva Czech Industries. Kritériem selekce je co nejvy$Si obsah zadaného
alkaloidu s minimalni pfimesi jinych alkaloidl pro jednodussi primyslové zpracovani.

Vysledkim této diplomové prace predchazel podobny experiment s expresni
profilaci na vice pramyslovych kmenech C. purpurea, kromé kmenu Gal404 a Gal130
byl pouzit k analyze i kmen Gal310 (producent pfevazné ergokorninu, a- a B-
ergokryptinu) a Gal020 (producent a- a B-ergokryptinu). Tento experiment byl prvni
zkouSkou navrhnuté metodiky. Pro analyzy byl sbiran jen jeden infikovany klas pro
danny kmen ve sbérech 5, 10, 15 a 20 dni po inokulaci a jako kalibrator uzito
mycelium kmene Gal404. Pfi zpracovani vysledkd byl zjistén pouze mirny narust
exprese u vSech kmenU, proto bylo zvoleno u dalSich experimentl vice sbéru
v delSim Casovém useku. K zlepSeni statistické vypovédi byly v této diplomové praci
sbirany tfi nahodné infikované klasy v danném sbéru. Pfekvapivym vysledkem byla
vysoka exprese genu klastru syntézy ergoidnich alkaloidd v myceliu, pfi méfeni
obsahu ergotaminu byla jeho pfitomnost ovéfena jen ve stopovém mnozstvi pouze u
jednoho z péti rizné starych mycelii. Zna¢né rozdily v expresi gend mezi mycelii
vedly k vybéru prvniho sbéru (3 dny po inokulaci) jako kalibratoru pro AACt metodu
relativni kvantifikace.

Relativné vysoka exprese genu klastru v myceliu je s nejvyssi
pravdépodobnosti vysvétlenim snizené exprese vétSiny genl (kromé gend
degradace bun. stény) ve sbérech 7 a 13 dni po inokulaci. Pro inokulaci klasu zZita
bylo mycelium pfislusného kmene zalito vodou, se kterou byly na rostlinu aplikovany
nejen konidie, ale i ¢asti mycelia. Naméfena exprese ve sbéru 3 dny po inokulaci je
tedy zcCasti zbytkovou expresi mycelia. V nasledujicim sbéru je jiz mycelium na
povrchu klasu neaktivni a degradovano a je méfena exprese jen konidii prorUstajicich
semenikem. V pfistich experimentech bude inokulum filtrovano pfes skelnou vatu
k odstranéni ¢asti mycelia.

Primery vybrané pro expresni profilaci kment Gal130 a Gal404 C. purpurea

byly navrzeny na zakladé sekvenci uvefejnénych v databazi NCBI, ziskanych
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zkmene P1 C. purpurea. Sekvence amplikond z RT-PCR vykazovaly minimalni
nukleotidovy polymorfismus v porovnani se sekvencemi na které byly primery
navrzeny. Dadvodem relativné nizkych hodnot ucinnosti nékterych primert ziejmé
tedy nebude sekvencni variabilita gend mezi primyslovymi kmeny a kmenem P1.
Polymorfismus ve dvou nukleotidech byl pouze detekovan u kmene Gal404 u 91 bp
dlouhého amplikonu genu IpsA. Sada primeruQ IpsA 1 byla navrzena tak, aby primery
co nejlépe nasedaly na oba geny IpsA71 a IpsA2, z davodu jejich silné homologie
sekvenci u kmene P1, ktera neumoznovala navrh primerl na kazdy gen zvlast. Sada
1 primerU IpsA s ucinnosti 87,5% nakonec nebyla pro expresni analyzu pouzita,
amplifikace pomoci téchto primerd byla znacné nahodna a technické replikaty
dosahovaly vysokého rozptylu C; hodnot. Proto byla pouzita sada primeru IpsA 2
nasedajici na exony, s neovéfenou ucinnosti ale replikovatelnou amplifikaci
V pristich experimentech by jiz mohla byti znama sekvence genl IpsA71 a IpsA2
studovanych primyslovych kmenu, ktera by umoznila navrh 100% specifickych pro
odliseni obou gend.

Expresni profil genu patogenicity poskytl zajimavé vysledky zejména u genu
degradace bunecné stény cppg1, cppg2 a xyl2 (2 sady primerd). Exprese genu
nabyvala u kmene Gal404 maxima jiz 3 dny po inokulaci (dpi), zatimco u kmene
Gal130 az 7 dpi. Tento rozdil odpovida i pozorovani pozdni produkce medovice u
kmene Gal130. Narust exprese u genu degradace bunééné stény byl podstatné vyssi
nez ostatnich gend patogenicity, v pfipadé genu cppg? byla exprese ve sbéru 3 dpi
na 40-nasobku exprese genu v kalibratoru. VyraznéjSi rozdil mezi kmeny byl
pozorovan u obou sad primerd pro gen nox71 kédujici NADPH oxidasu. Nizka
exprese tohoto genu u kmene Gal 130 oproti kmeni Gal404 mohla zpusobit
zpomaleni vyvoje houby, deleCni mutant vykazoval v nékterych pfipadech opozdéni
vyvoje (Giesbert et al., 2008). U ostatnich genu patogenicity dosahoval narust
exprese maximalné trojnasobku exprese kalibratoru.

Expresni profil pro geny klastru syntézy namelovych alkaloidd kmena Gal130
a Gal404 vykazoval podobny trend s maximem exprese 34, respektive 45 dpi. Toto
zjisténi nelze brat jako kmenové specifické, protoZe inokulace Zita obou kmenl
neprobéhla v jeden den. Kmen Gal404 byl ockovan 20. 12. 2011 a kmen Gal130 2. 1.
2012. Pokud vezmeme v potaz tento rozdil, zjistime, Ze maximalni exprese byla
dosazena u obou kmenu ve stejné dobé. Exprese genu klastru byla zfejmé ovlivhéna

vnéj§imi podminkami. Rostliny Zzita napadené C. purpurea rostly ve skleniku
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s kontrolovanou teplotou vrozmezi 22-25°C. Faktor, ktery nebyl ve skleniku
kontrolovan, byla intenzita slune¢niho zareni, ktera je zavisla na pocasi. V zimnich
meésicich, kdy experiment probéhl, jsou rostliny pouze dosvétlovany umélym
osvétlenim pred vychodem slunce a po soumraku tak, aby byla simulovana délka
dne odpovidajici dlouhému dni v obdobi metani obilovin. Vliv svétla na expresi genl
klastru by potvrzoval hypotézu pfitomnosti velvet komplexu ¢i podobného
regulacniho mechanismu reagujiciho na svételné zareni u C. purpurea. Otazkou
vSak zUstava, zda mlze byt exprese genu syntézy ergoidnich alkaloidu regulovana
ve sklerociich svétlem tak, jako bylo popsano u exprese genu klastru pro syntézu
sekundarnich metabolitd napf. sterigmatocystinu u Aspergillus nidulans nebo
penicilinu u Penicillium chrysogenum (Bayram et al., 2011), vzhledem Kk silné
pigmentové vrstvé v povrchovych pletivech sklerocii. Ve svych maximech exprese
byla u vétSiny genl srovnatelna u obou studovanych kmenu. Rozdily u 2 sad primerud
urCena a pro pro potfeby relativni kvantifikace byla stanovena jako 100%, ve
skute€nosti vS8ak mohla byt podstatné nizSi (u€innost sady 1 byla pouhych 68%).
Nizka exprese genu easF by mohla byt zpusobena jinym regulaénim mechanismem
tohoto genu. Exprese genu IpsB kmene Gal404 byla desetinasobné vysSi nez u
kmene Gal130. Gen koéduje prvni NRPS enzym LPS2 zapojeny v syntéze
ergopeptind. Trojnasobny rozdil v expresi detekované sadou 2 primeru IspA je
vysledek Spatné komentovatelny, nedokazeme rozlisit, ktery z genu (lpsA1/2) je
detekovan a primery nemaji ovéfenou uc€innost. Exprese genu IpsC, koédujici
ergometrin syntasu, byla v maximu podstatné nizsi nez u ostatnich lysergyl peptid
syntas, pfitomnost ergometrinu u analyzovanych kmenld nebyla ovéfena, ve
standardni identifikacni smési nebyl tento alkaloid pfitomen. Tyto rozdily v expresi
genu pro lysergyl peptid syntasy nemély znatelny vliv na obsah alkaloidi (oba kmeny
jsou producenty ergopeptin().

Porovnani poctu kopii transkriptd v myceliu a sklerociu kmene Gal404 ukazalo
rozdily v pomérném zastoupeni genu v obou stadiich. Rozdily byly nejpodstatnéjsi u
genu easC a easF. Gen easC byl vyrazné vice exprimovan v myceliu nez ostatni
geny. Knock-out tohoto genu neprodukoval Zzadné alkaloidy a byla u néj snizena
transkripce ostatnich genu klastru (Haarmann et al., 2009), proto byl povazovan za
mozny regulacni bod exprese celého klastru. Nase vysledky ukazuji, ze je zfejmé

opravdu regulovan jinym mechanismem neZz ostatni geny klastru Obrovska
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pozorovana up-regulace genu easF mezi myceliem a sklerociem (Tab. 11) by mohla
byt z Casti zpusobena Spatné fungujicimi primery, coz je vidét srovnanim profil
exprese za pouziti obou sad na obrazku 24. Nicméné nizka exprese v myceéliu by
mohla byt ddvodem pro€ v tomto vyvojovém stadiu nejsou pfitomny alkaloidy, Mirné
rozdily v expresi byly pozorovany i u genu /psB, easG a easA. U téchto genu se
proto také neda vyloucit rozdilny mechanismus regulace exprese na rozdil od
ostatnich gena klastru. Ostatni geny byly pfitomny v obou stadiich relativné ve
stejném poméru. OdliSnost dvou sad primerd genu dmaW by mohla byt brana jako
pravdépodobna chyba stanoveni.

Analyza alkaloidi ergotaminu pro kmen Gal404, ergokristinu kmene Gal130 a
jejich oxidagnich produktd (oznadovanych pfidanim koncovky —in, tzn. ergotaminin a
ergokristinin) potvrdila vysokou variabilitu obsahu v jednotlivych napadenych klasech
Zita. | pfes vysoké rozdily |ze Fici, Ze 45 dpi byl obsah ergotaminu u kmene Gal404
nejvyssi, coz odpovida i maximu genové exprese tohoto kmene. Nejvy3Si obsah
ergotaminu v klasu byl 0,3% hmotnosti, pfi analyze obsahu ve sklerociich byl rozdil
v obsazich zavisly na jejich velikosti. DelSi a vétsSi sklerocia mély vétSi obsah
ergotaminu (1,62% hmotnosti sklerocia). Pfi analyze mycelii, které méli prfekvapivé
vysokou expresi genu klastru, byl u jednoho z nich naméfen obsah ergotaminu
0,002% hmotnosti, ale jednalo se spiSe o vyjimkou. Obsah ergokristinu u kmene
Gal130 rostl od sbéru 23 dpi bez pozorovatelného maxima.

V soucasné dobé se na oddéleni Molekularni biologie katedry Biochemie, kde
byla vypracovana tato diplomova prace, pracuje na projektu sekvenovani
transkriptomu C. purpurea kmenu Gal404 a Gal130, které by mohlo pfinést nové
poznatky o regulaci produkce ergoidnich alkaloidl. K sekvenovani budou vyuzity

sekvenacni technologie nové generace, predevsim tzv. 454 pyrosekvenovani.
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7 Zaveér

V teoretické casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe
zabyvaijici se parazitickou houbou Claviceps purpurea, jejimi genetickymi faktory
infekce a rastu v hostiteli a geny seskupenymi v klastru pro syntézu ergoidnich
alkaloidu.

Prakticka Cast diplomové prace obsahuje metodiku pro expresni profilaci
vybranych genu patogenicity a klastru syntézy ergoidnich alkaloidd. Byly navrzeny
primery, pro geny klastru byla zjisténa jejich u€innost. Primery byly navrZzeny podle
sekvenci uverejnénych ve verejné databazi NCBI kmene P1. Sekvenéni variabilita
genu mezi kmeny zpuUsobila nizsi ucinnost primeru pro analyzované kmeny Gal130 a
Gal404, v nékterych pfipadech dosahovala ucinnost pouze 70%. Primery byly pouzity
pro vypracovani profilu exprese gend na infikovanych klasech zita (Secale cereale),
rostoucich ve skleniku, v osmi €asovych sbérech — 3, 7, 13, 23, 34, 45, 55 a 65 dni
po inokulaci (dpi).

U genu patogenicity byl zjistén vyrazny rozdil v expresi genll cppg1, cppg2 a
xyl2 kédujici enzymy degradace bunécné stény. U kmene Gal130 byla exprese
téchto genu nejvyssi az 7 dpi, oproti kmeni Gal404, ktery mél nejvysSi expresi jiz 3
dpi. Tento vysledek ukazuje, Ze pribéh infekce u kmene Gal130 je opozdén,
opozdéné pozorovani makroskopickych pfiznakd infekce — tvorba medovice —
vysledek také potvrzuiji.

Geny biosyntézy namelovych alkaloidi dosahli nejvys$Si exprese u kmene
Gal404 45 dpi, u kmene Gal130 jiz 35 dpi. Kmen Gal404 byl o¢kovan 12 dni pred
kmenem Gal130, expresni maxima obou kmenu tedy byly ve stejném obdobi.
Z tohoto vysledku Ize usuzovat, Ze exprese genu biosyntézy namelovych alkaloidu
neni kmenové specificka, ale zfejmé ovlivnéna faktory prostiedi a to nejspise
intenzitou slune¢niho zareni. Exprese genl klastru v maximech byla mezi kmeny
srovnatelna, az na gen IpsB, jehoz exprese byla u kmene Gal404 desetinasobné
vySSi.

Klasy pouzité pro kvantifikaci genové exprese byly analyzovany na obsah
alkaloidl ergokristinu (kmen Gal130) a ergotaminu (kmen Gal404). Pfitomnost
alkaloidu byla detekovatelna jiz 13 dpi, ale v minimalnim mnozstvi. Rozdil obsahu

alkaloidi mezi klasy byl znacny, presto Ize Fici, ze u kmene Gal404 odpovidal
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nejvy$Si obsah ergotaminu 45 dpi, tento sbér byl zaroven i expresnim maximem
tohoto kmene. U kmene Gal130 obsah ergokristinu rostl od sbéru 23 dpi bez

viditelného maximalniho obsahu.
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