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Cile prace

vypracovani literarni reSerSe na téma transkripénich faktoru obecné a u hub
a biologie Claviceps purpurea

zvladnuti samostatné laboratorni prace a technik molekulérni biologie
transformace Claviceps purpurea konstrukty pro deleci a nadprodukci

vybranych transkripcnich faktori



1 Uvop

Claviceps purpurea je paraziticka houba vyznamna z dtvodu produkce skupiny
sekundarnich metaboliti znamych jako namelové alkaloidy. Ty ovliviuji centralni
nervovy systém a cévni soustavu. Namelové alkaloidy maji z hospodaiského
hlediska dvoji vyznam. Protoze C. purpurea infikuje nékteré hospodaisky vyznamné
plodiny, mtZze dochazet k jejich kontaminaci t€émito alkaloidy a tim i k finan¢nim
ztratdm v zemédélstvi. Druhym vyznamem namelovych alkaloidi je jejich pouziti
ve farmaceutickém prumyslu. Sekundarni metabolity jsou rozmanita skupina obvykle
nizkomolekularnich latek, které se nejcastéji vyskytuji jen v urcitych typech bunék
v konkrétni fazi zivota organismu. Jejich vyznam pro organismus, ktery je
produkuje, je v mnoha piipadech nejasny. Na regulaci jejich metabolickych drah se
podili i transkripéni faktory. Transkripcni faktory jsou proteiny, které jsou zapojené
v regulaci exprese genti, pomoci slabych vazebnych interakci s DNA. V teoretické
Casti této prace je vypracovana literarni reSerSe na téma biologie a vyuziti
C. purpurea, transkripcnich faktort, strukturnich motivii transkripénich faktort,
transkrip¢nich faktorti u hub a sekundarniho metabolismu u hub. V experimentalni
¢asti je popsana priiprava dele¢nich a nadprodukénich mutant vybranych gent
(Cpur01124 a Cpur05433). Cast vysledky a diskuze pak popisuje vysledky

provedenych experimentu a diskutuje je s literaturou.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea jeji Zivotni cyklus a vyuZziti

Claviceps purpurea (Palickovice nachova) se fadi k eukaryotickym organismiim,
dotise hub (Fungi), oddéleni vieckovytrusné houby (Ascomycota), celedi
palickovicovité (Clavicipitaceae), rodu palickovice (Claviceps). Tento rod
parazitickych hub infikuje vice nez 600 druhli jednod€loznych rostlin z celedi
lipnicovité (Poaceae), sitinovité (Juncaceae) a Sachorovité (Cyperaceae) po celém
svété (Bové, 1970). Samotny druh C. purpurea infikuje vice nez 400 druht rostlin
(Taber, 1985), véetné vyznamnych hospodarskych plodin zejména obilovin (Bové,
1970). Infekce obilovin zptsobuje finanéni ztraty v zeméd¢lstvi (Alderman et al.,
1996), na druhou stranu jsou produkty sekundarniho metabolismu namele vyuzivany
ve farmaceutickém pramyslu. C. purpurea produkuje namelové alkaloidy, které byly
v minulosti opakované pfi¢inou otrav (ergotismus, také nazyvany ohen svaté¢ho
Antonina) u lidi i dobytka, a jsou spojovany i s ¢arod&jnickymi procesy (Barger,
1931).

Parazitické infekce zac¢ind dosednutim askospory na rozkvetlém kvétu hostitelské
rostliny. Spora se zachyti na pestiku, kde zac¢ne kli¢it a vznikd hyfa. Hyfa pronikne
do semeniku po draze, kterou obvykle postupuje pylova lacka pti oplozeni rostliny.
Z trasy se odchyli aZ v mikropylarni oblasti, kde doje k vytvofeni spojeni s vodivym
pletivem hostitelské rostliny, které je dulezité pro vyZzivu parazitujici houby. Hyfa se
zacne vé€tvit a v semeniku rostliny roste mycelium (Tudzynski a Scheffer, 2004).
C. purpurea napada pouze neopylené semeniky (Tenberge, 1999). Ptiblizné tyden po
infekcei kvétu za¢ne mycelium v semeniku produkovat konidie, nepohlavni spory. Ty
jsou vylucovany v lepkavé hmoté bohaté na cukry — tzv. medovici, kterd 1akd hmyz.
Hmyz pfenasi konidie na jeSté nenakaZené kvéty, infekce se §ifi a zvySuje se pocet
nakazenych rostlin. Produkce medovice je prvnim snadno pozorovatelnym znakem
uspésného napadeni rostliny houbou C. purpurea (Tenberge, 1999). Nasledujici
stadium infekce je spojeno s diferenciaci bun€k a syntézou lipidi. Bunky se
diferencuji na tzv. sklerotinizované buiky produkujici lipidy tvotici az 50 % celkové
hmotnosti buniky (Kobel a Sanglier, 1986). K syntéze alkaloidi dochazi pouze
ve sklerotinizovanych bunkéch, které¢ vytvareji tzv. sklerocia (Obr. 1) — podlouhlé
tmavé vybézky, které muizeme pozorovat v klasu napadené rostliny (Kobel

a Sanglier, 1986). Zrala sklerocia vypadnou z klasu a pteckaji zimu, aby z nich



Obr. 1 Obrazek sklerocia na klasu zita a obrazek plodnic, které na jate ze sklerocia
vyrustaji (Holec a Beran, 2012).

na jafe mohly vyrust perithecia, plodnice tvarem pfipominajici houbu s kulatou
hlavi¢kou (Obr. 1). V nich asi 4 tydny po vykli¢eni vznikaji askospory podlouhlého
tvaru. Tyto pohlavni spory po pienosu vétrem infikuji nové hostitele a Zivotni cyklus

C. purpurea se opakuje (Tudzynski a Scheffer, 2004).

2.1.1 Vyznam a vyuziti nAmelovych alkaloidu

K namelovym alkaloidiim patii velka skupina latek odvozenych od ergolinu (Obr. 2).
Ergolin je mozné odvodit od L-tryptofanu (Obr. 2), ktery byl dokazan jako prekurzor
u biosyntézy nékterych namelovych alkaloidi (Floss, 1976). Namelové alkaloidy
muzeme rozdé€lit na tii podskupiny: klaviny, kyselinu lysegovou ajeji derivaty
a ergopeptiny. Nejjednodussimi ¢leny skupiny jsou klaviny, které maji otevieny D
kruh (viz ¢islovani v ergolinu). Dale mizeme najit kyselinu lysergovou (Obr. 2) a jeji
(Schardl et al., 2006). V ptirozenych podminkach se obvykle vyskytuji zastupci
vSech tii podskupin dohromady a tvoii razné smési. Toto je pravdépodobné ditvod,
pro€ se pii otravach ndmelovymi alkaloidy vyskytuje velké mnozstvi riiznych G¢inkt
(Cvak, 1999; Tudzynski et al., 2001).

To, Ze namelové alkaloidy ovliviiuji cévni systém a centralni nervovou soustavu
bylo znamo jiz ve stfedovéku anamel byl vyuzivan v I€kafstvi, zejména

Vv porodnictvi (Haarmann et al., 2009). Velkym problémem vsak bylo nestabilni
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Obr. 2 Vybrané chemické slouceniny.

mnozstvi aslozeni alkaloidii v jednotlivych zdrojich, které mohlo zpusobit
predavkovani nebo nezadouci Géinky (Cvak, 1999; Tudzynski etal., 2001). Az
v dobg, kdy byly zavedeny a optimalizovany metody izolace jednotlivych alkaloidu,
bylo umoznéno pouziti téchto latek i v moderni medicing (Cvak, 1999).

Pro industridlni produkci namelovych alkaloidd se vyuziva cilené infikovani
obilovin houbami C. purpurea, C. paspali, C. fusiformis (Flieger et al., 1997), anebo
primyslova fermentace. Pro vybrané¢ podminky péstovani byly intenzivné Slechtény
specialni kmeny S vy$Simi vynosy a stabilnéjsim slozenim alkaloidi (Cvak, 1999).
Pfi vyrobé 1éCiv se vyuzivaji jak plvodni (pfirozené se vyskytujici), tak
semisyntetické namelové alkaloidy. MnozZstvi druhti a tim padem 0¢inkl je ohromné.
Namelové alkaloidy se pouzivaji v 1éCivech plsobicich napf. proti migréné, pro
zuzovani cév, inhibujicich prolaktin apro 1écbu Parkinsonovy nemoci (Berde
a Stiirmer, 1978). Podle informaci z 8. 7. 2013 Statniho tstavu pro kontrolu 1é¢iv
bylo z divodid zavaznych nezadoucich U¢inki doporuceno ukonceni pouzivani
ptipravkl obsahujicich namelové alkaloidy k 1é¢bé n€kterych onemocnéni, U kterych
se tyto léky dfive pouzivaly k 1€¢b€. Je mozné je dale pouzivat k 1éCeni akutnich

migrén a nékterych onemocnéni mozku (SUKL, 2013).
2.2 Transkripéni faktory

Transkripéni faktory jsou proteiny, které jsou velmi dalezité pro spravné fungovani
bungk a tedy i celych organismil. Tyto proteiny se podili na ristu a vyvoji organismu
na jejich diferenciaci, a to tim ze reguluji expresi genu (Pabo a Sauer, 1992). Exprese

gent je realizovana v prabéhu procesu transkripce pomoci RNA polymerasy.
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2.2.1 Obecné transkrip¢ni faktory a jejich zapojeni v transkripci
U eukaryotickych organismi se transkripce ucastni tfi RNA polymerasy, pficemz
jenom RNA polymerasa II pfepisuje geny kodujici proteiny. Velmi podstatnou roli
pii procesu transkripce pomoci RNA polymerasy II maji takzvané obecné

transkripcni faktory, které rozeznavaji oblast promotoru, na kterou nasedd RNA

.....

.....

pocateéni misto transkripce (Orphanides etal., 1996). Sekvence TATA boxu je
rozpoznavana pomoci vazebné domény transkripéniho faktoru TFIID. Vazba mezi
vysoce konzervovanym C-koncem TATA vazebné domény a sekvenci TATA boxu
zpusobi ohyb dvousroubovice DNA, ktery pravdépodobné brani zpétnému sbaleni
do nukleosomu (Nikolov et al., 1996). TFIID obsahuje i jiné vazebné domény, které
ovliviuji vazbu TATA vazebné domény. K tomu dochazi pii interakci S ostatnimi
regulacni sekvence. Na nukleoproteinovy komplex tvoreny TATA boxem a TFIID se
vaze TFIIB a spojuje jej s komplexem vzniklym z RNA-polymerasy Il a TFIIF, ktery
je podobny o faktoru bakterii. TFIIB je také zodpovédny i za ur¢eni spravného mista
zacatku transkripce (Orphanides etal., 1996). Pii transkripci se uplatiuji i dalsi
obecné transkripéni faktory, mezi nimi je tfeba zminit TFIIE a TFIIH. Oba proteiny
se pravdépodobné podili na procesu rozdélovani dvojvlakna DNA (Orphanides et al.,
1996). TFIIH obsahuje krom¢ domény s helikasovou aktivitou, ktera je zavisla
na piitomnosti ATP (Schaeffer et al., 1993), i doménu s kinasovou aktivitou. Jejim
ukolem je fosforylovat C-koncovou doménu RNA-polymerasy Il (Lu etal., 1992).
Po vytvofeni iniciaéniho komplexu afosforylaci C-koncové domény

RNA-polymerasy Il, je RNA-polymerasa II ptipravena zacit syntézu vlakna primarni

.....

.......

(Alberts et al., 2008).

2.2.2 Specifické transkrip¢ni faktory a jejich funkce v procesu

transkripce
Kromé obecnych transkripénich faktorti, bez kterych by u eukaryotickych organismi

nemohla probihat samotnd transkripce, jsou znamy také specifické transkripéni
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faktory. Specifické transkripcni faktory (trans elementy) interaguji S regulacnimi
sekvencemi v DNA (cis elementy) areguluji expresi genu, ktera zavisi napiiklad
na typu bunky, na stadiu vyvinu nebo na ptisobeni extracelularnich faktori (Alberts
etal.,, 2008). Cis elementy je mozné rozdélit na zakladé jejich funkce do dvou
zékladnich skupin: zesilovae a zeslabovace. Trans elementy miizeme rozd¢lit
na aktivatory a represory.

Zesilovace jsou cis regulacni sekvence DNA, které po interakci s trans elementem
zvysuji aktivitu promotoru a tim zesiluji transkripci. Zesilovace se mohou nachazet
V bezprostiedni blizkosti promotoru, ale také ve vétsi vzdalenosti od promotoru, a to
ve sméru i protisméru transkripce (Rosypal 1999). Aby mohl zesilova¢ ovlivnit
funkci promotoru je potfebna jejich interakce, ajako nejpravdépodobnéjsi
mechanismus této interakce se povazuje vytvoreni “klicky* z vlakna DNA, ktera
umozni interakci trans elementd navazanych v misté zesilovace a promotoru. Utvori
se tak proteinovy komplex, ktery obvykle obsahuje i RNA-polymerasu (Bulger
a Groudine, 2009). Zesilovace se nejcastéji nachazi v nekodujicich oblastech DNA
(Marsman a Horsfield, 2012), avsak byly nalezeny i v exonovych oblastech (Ritter
etal., 2012).

Zeslabovace, které také patii mezi cis regulacni elementy, jsou sekvence DNA,
které pomoci interakce s trans elementy, obvykle nazyvanymi represory, zeslabuji
transkripci vybraného genu. Zeslabovace se mohou vyskytovat Vv intronovych
I exonovych oblastech DNA (Ogbourne a Antalis, 1998).

Aktivatory jsou proteiny, které zesiluji nebo umoziuji transkripci vazbou

.....

.....

V primarni struktufe aktivatori velmi ¢asto nachazime kyselé¢ aminokyseliny nebo
sekvence bohaté na prolin (Latchman, 1997).

Represory jsou proteiny, které ztézuji, zpomaluji nebo znemoznuji transkripci.
Toho lze dosdhnou tfemi zplsoby. Prvnim zplsobem je negativni ovlivnéni
rozvolnéni chromatinu, které zamezuje v ptistupu k pozadované DNA a tim ovlivni
zpusobi jeho konformaéni zménu. Poslednim zplsobem je vazba na aktivator, ktera

zapricini jeho nefunkénost (Gaston a Jayaraman, 2002).

13



2.2.3 Strukturni motivy transkrip¢nich faktoru

U proteinti, které interaguji S dvousroubovici DNA, mizeme nalézt nékolik typt
strukturnich motivl. Interakce DNA-protein by méla byt dostateéné pevna
a specificka. Tuto podminku spliiuje série vazebnych interakci mezi jednou bazi
DNA ajednou aminokyselinou proteinu. Jedna samostatna vazba obvykle neni
dostatecné silna a specificka (Lodish et al., 2007; Alberts et al., 2008). Mezi typické
strukturni motivy vyskytujici se U transkripénich faktorti patii: helix-otocka-helix,
homeodoména, zinkové prsty, leucinovy zip, helix-smyc¢ka-helix a B-skladané listy.

Motiv helix-otocka-helix (,,helix-turn-helix*) je velmi rozsifeny. MuZeme jej najit
u eukaryotickych i prokaryotickych organismi (Matthews et al., 1982; Bagby et al.,
1995). Jak vyplyva znazvu, tento strukturni motiv obsahuje 2 a-helixy spojené
dohromady “otockou* (kratkym tsekem aminokyselin v nehelikdlnim usporadéni).
Celé seskupeni je udrZzovano v patficném tvaru pomoci slabych vazebnych interakci.
Vazba na DNA probiha ve velkém zlabku dvousSroubovice, do kterého zapada
rozpoznavaci a-helix (Obr. 3 A). Velmi ¢asto jsou V téchto typech proteinti pfitomné
i dalsi interakce s bazemi DNA, které uskute¢niuji aminokyseliny na nesto¢enych
usecich proteinu. Jejich tkolem je pomoci se spravnym navazanim. Tento motiv se
obvykle vyskytuje jako symetricky dimer, a proto se vaze pouze na useky DNA,
které jsou znacné podobné na obou stranach (Harrison a Aggarwal, 1990).

Homeodoména (,,nomeodomain®) je velice podobna ptedchozimu proteinovému
motivu. Obsahuje 3 a-helixy a isek 60 aminokyselin, ktery ma ve vSech proteinech
skupiny velmi podobné slozeni (Obr. 3 B). Opét obsahuje rozpoznavaci a-helix,
ktery doseda na dvousroubovici DNA ve velkém zlabku a vytvaii idalsi vazby
DNA-protein mimo rozpoznavaci a-helix a velky zlabek (Pabo a Sauer, 1992).

Dal$im vazebnym motivem transkrip¢nich faktorli je skupina motivli nazyvanych
zinkové prsty (,,zinc fingers”). Spoleénym znakem téchto proteinti je pfitomnost
a-helixu a jednoho nebo vice atomu zinku vazanych koordina¢ni vazbou v proteinu.
a-helix rozpoznava konkrétni sekvenci bazi ainteraguje sni ve velkém zlabku
dvousroubovice DNA (Obr. 3 C). Kovovy iont je obvykle navazan na aminokyseliny
cystein ahistidin. Rozdil mezi riznymi podskupinami zinkovych prsti je
ve struktute v druhé ¢asti proteinu. Mohou obsahovat p-skladany list a je velmi Casté,
ze se cely motiv n€kolikrat po sob¢ opakuje. Soucasti motivu miize byt také druhy

a-helix. Zinkové prsty mizeme délit ipodle poctu cysteinovych a histidinovych
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Obr. 3 Obrazky vybranych strukturnich motiva transkripénich faktord. A
helix-oto¢ka-helix, B homeodoména, C zinkovy prst, D leucinovy zip, E
helix-smycka-helix, F B-skladany list. Obrazky struktur jsou stazené z PDB (Protein Data
Bank, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, 8.4.2016).

residui, ktera jsou zapojena ve vazbé centralniho zinkového atomu (Pabo a Sauer,
1992).
Motiv leucinového zipu (,,leucine zipper”) je sloZzeny ze dvou a-helixt, které tvofi

dimer. Vyrazny rozdil oproti seskupeni helix-otocka-helix je ve zplsobu spojeni
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a-helixti dohromady. Na jedné strané kazdého z a-helixi leucinového zipu je
umisténa skupina aminokyselin S hydrofobnimi postrannimi fetézci (obvykle
leuciny), které tvofi hydrofobni interakci. Je nutné, aby hydrofobni fetézce proteini
spravné zapadaly jeden do druhého, protoze jinak neni mozny vznik dostatecné
pevné vazby. Cely motiv ma tvar piiblizné pismene Y, kdy horni dil pismene je
navazan na molekulu DNA anoha piedstavuje hydrofobni spojeni dvou fetézcu
(Obr. 3 D). Toto usporadani umoznuje vytvorit nestejnomérny dimer (heterodimer),
ktery je schopen interagovat s nesymetrickou DNA (Miller, 2009).

DalSim proteinovym motivem, ktery je schopen tvofit i heterodimer, je
helix-smycka-helix (,,helix-loop-helix”). Ten obsahuje dva o-helixy, jeden kratsi
a druhy delsi, spojené ohebnou smyckou (Obr. 3 E). Oba a-helixy se vazi
na dvousroubovici DNA a zaroveit mohou byt spojené s dal$im proteinem (Massari
a Murre, 2000).

Ne vSechny proteiny, které tvoti vazbu s DNA, maji jako rozpoznavaci strukturu
a-helix. Schopnost interagovat s DNA maji i proteiny, které obsahuji ve své struktuie
B-skladany list. Obvykle jde o0 dva B-skladané listy stoCeny do sebe, které maji
vysunutou rozpoznavaci sekvenci aminokyselin smérem k rozpozndvané sekvenci
bazi v DNA (Obr. 3 F). | zde dochazi k interakci ve velkém zlabku dvousroubovice

DNA (Pabo a Sauer, 1992).

2.2.4 Transkrip¢ni faktory u hub

Podle informaci zroku 2008 obsahovala databaze SUPERFAMYLY 12 ,super
rodin“ proteint interagujicich s DNA, nalezenych u zastupcii z fiSe hub. Databaze
PFAM obsahovala 37 proteinovych domén nalezenych u transkrip¢nich faktortt hub
(Shelest, 2008). Ptehled vsech ,super rodin“ a PFAM domén typickych pro
transkripcni faktory, které byly identifikovany u hub, se nachazi v tabulce (Tab. 1).
Vétsina ze zastupct proteint hub v obou databazich vSak byla ve skupiné i s proteiny
nalezenymi u zéastupcii zjinych fi8i, avSak byly identifikovany i motivy typické
jenom pro ti$1 hub (Tab. 2).

Nejvétsi skupinou transkripénich faktord, které mizeme najit pouze u hub, jsou
proteiny, u kterych mizeme najit motiv zinkového klastru (Shelest, 2008). Tento
proteinovy vazebny motiv patii mezi zinkové prsty astejné jako ostatni proteiny
skupiny obsahuje koordina¢né vazané ionty zinku (Krishna et al., 2003). V tomto

ptipadé je motiv sloZzen ze dvou iontl zinku vazaného pomoci Sesti postrannich
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fetézcn cysteint do zinkového binuklearniho Klastru. Z toho divodu je motiv velmi
Casto oznacovan, jako Zn2Cys6 motiv (MacPherson et al., 2006). Jednim z prvnich
objevenych transkripénich faktoru stimto motivem je aktivator metabolismu
galaktosy GAL4 (Obr. 4) z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Pan a Coleman,
1990). Zn2Cys6 vazebny motiv byl pozdé&ji nalezen i u vlaknitych hub. Jako piiklad
je mozné uvést transkripéni faktor zapojeny v regulaci metabolismu inulinu InuR
u organismu Aspergillus niger (Yuan etal., 2008) nebo transkripéni faktor BgIR
zapojeny v regulaci genu pro enzym B-glukosidasu u organismu Trichoderma reesei
(Nitta et al., 2012).

Dalsi skupinou transkripénich faktort, které se vyskytuji pouze u hub, jsou
proteiny z APSES rodiny, ktera je pojmenovana po svych prvnich identifikovanych
Clenech (ASM-1, Phdl, StuA, EFGTF-1 aSok2). Vazebny motiv téchto
transkripénich  faktori muzeme =zafadit k helix-smycka-helix typu proteind
interagujicich s DNA. Proteiny APSES rodiny jsou obvykle zapojené v regulaci
vyvoje hub, napt. pii sporulaci nebo diferenciaci bun¢k (Ramirez-Zavala
a Dominguez, 2008). Spoletnym znakem vSech APSES proteini je vysoce

zachovana sekvence 97 aminokyselin u vSech zastupct rodiny (Dutton et al., 1997).

Obr. 4 Obrazek strukturniho motivu Zn2Cys6 proteinu GAL4. Dostupné z
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3COQ (10.4.2016) (Hong
et al., 2008).
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Tab. 1 Tabulka PFAM domén a super rodin, které se vyskytuji U transkrip¢nich faktort
hub.

Kéd v databazi
PFAM domény
APSES rodina PF02292
Bakterialni THT protein PF00165
BED zinkovy prst PF02892
bZIP TF 1 PF00170
C2H2 zinkovy prst PF00096
C5H2 zinkovy prst PF02928
CCAAT-vazajici TF podjednotka PF02045
CCR4 Notl PF04054
CP2TF PF04516
DDT doména PF02791
Doména podobna Myb PF00249
Doména podobna TFIIH C1 PF07975
FMN vazajici doména PF04299
GATA zinkovy prst PF00320
GRF zinkovy prst PF06839
Helix-otocka-helix PF01381
Helix-otocka-helix Psq doména PF05225
Helix-smycka-helix PF00010
Homeobox PF00046
HSF DNA vazajici typ PF00447
MAT al aktivator PF04769
MIZ zinkovy prst PF02891
NDT80/PhoG podobnéd doména PF05224
NF-X1 zinkovy prst PF01422
PAS ohyb PF00989
Pro houby specifickd TF doména PF04082
RFX DNA vazebnd doména PF02257
SART-1 rodina PF03343
SGT1 protein PF07093
STE podobny TF PF02200
TEA/ATTS doména PF01285
Typ SRF PF00319
Vidlicovita doména PF00250
YL1 jaderny protein PF05764
Zakladni leucinovy zip 2 PFO7716
Zinkovy kloub PF00098
Zn2Cys6 binuklearni klastr PF00172
Super rodiny
C2H2 a C2HC zinkové prsty 57667
Domeéna okiidlen¢ho helixu 46785
Doména podobna glukokortikoidovému receptoru 57716
Doména podobna A represoru 47413
Helix-smycka-helix 47459
Homeodoména 46689
Mlul-box vazajici protein 54616
Nukleové kyseliny vazajici protein 50249
p53 49417
SRF 55455
Zinkova doména kvasinek pro regulaci médi 57879
Zn2/Cys6 DNA vazebnd doména 57701
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Tab. 2 Tabulka PFAM domén a superodin, které se vyskytuji pouze u transkrip¢nich
faktord hub.

Kéd v databazi
PFAM domény
APSES rodina PF02292
MAT al aktivator PF04769
Pro houby specificka TF doména PF04082
Zn2Cys6 binuklearni klastr PF00172
Super rodiny
Mlul-box vazajici protein 54616
Zinkova doména kvasinek pro regulaci medi 57879
Zn2/Cys6 DNA vazebna doména 57701

Jako piiklad Ize uvést StuA protein, ktery ovliviiuje tvorbu spor u Aspergillus niger
(Miller et al., 1992).

V genomu C. purpurea bylo identifikovdno celkem 1214 gent kodujicich
potenciondlni transkripéni faktory a jiné regulatory genové exprese. Jiné regulatory
genové exprese predstavuji proteiny, které nemusi nutné fyzicky interagovat S DNA,
ale podileji se na regulaci exprese genti (Majeska Cudejkova et al., 2016). Jednim
z transkripCnich faktor znamych v C. purpurea je napiiklad protein kodovany
genem cptfl. Jde obZIP (zékladni leucinovy zip protein) transkripéni faktor.
Experimentalné bylo zjisténo, Ze CPTF1l ovliviiuje gen cpcatl, zodpovédny
za produkci katalas, atim iodpovéd organismu na oxidativni stres. Kromé toho

ovliviluje i virulenci. (Nathues et al., 2004).
2.3 Sekundarni metabolismus u hub

Produkty sekundarniho metabolismu hub — sekundarni metabolity jsou obvykle
nizkomolekularni latky. Jejich prekursory velmi casto pochazi z drah primarniho
metabolismu (Keller et al., 2005). Jako piiklad lze uvést namelové alkaloidy a jejich
prekurzor L-tryptofan (Floss, 1976). Sekundarni metabolity na rozdil od metabolitt
primarnich nejsou pro rast organismu, ktery je vytvari, nezbytné nutné (Brakhage
2013). Dale je pro sekundarni metabolity typické, ze se v organismu vyskytuji pouze
vV urCité fazi zivotniho cyklu a v konkrétnim bunécném typu, zatimco v ostatnich
typech bunék se nevyskytuji. Velmi ¢asto je u hub tato faze spojena se vznikem spor.
Timto se sekundarni metabolity odliSuji od primarnich metabolitt, které jsou obvykle
pfitomny ve vSech typech bunék organismu. (Calvo et al., 2002).

Vyznam sekundarnich metabolith pro houbu samotnou je zatim v mnoha
pfipadech nejasny. Vyzkumy nékterych sekundarnich metaboliti hub ukézaly, Ze
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mnohé z nich jsou latky toxické pro fadu rtznych organismi napi. bakterie, jiné
houby ale ivyssi obratlovce. Nejhojnéji se sekundarni metabolity hub vyuzivaji
ve farmaceutickém primyslu. Stejné jako je Siroké spektrum chemickych sloucenin,
které pafi mezi sekundarni metabolity hub, je i§iroké spektrum jejich pusobeni.
K velmi Castym ucinkiim patii zabranéni rtstu konkrétnich skupin organismt nebo
bunék (napft. bakterii, nddorovych bun¢k, hub, virii, n¢kterych parazith a dalSich),
¢ehoz se vyuziva pro vyrobu celé fady I1éCiv (Pelaez, 2004). Jako jeden
z pravdépodobnych divodl produkce sekundarnich metabolitti houbou se udava, ze
mohou poskytovat konkurencni vyhodu oproti ostatnim organismi, které se
vyskytuji ve stejném prostiedi a houbé konkuruji (Fox a Howlett, 2008). Jako ptiklad
lze uvést iprvni vyuzivané antibiotikum penicilin z organismu Penicillium
chrysogenum, které inhibuje rGst mnoha druht bakterii (Fleming, 1929). Dalsi
pravdépodobnou funkci sekundarnich metabolitt hub muize byt obrana pied
predatory. Piikladem muze byt Aspergillus nidulands, u kterého sekundarni
metabolity zabezpecuji rezistenci proti fungivornim chvostoskokim. (Rohlfs et al.,
2007).

2.3.1 Role transkrip¢nich faktori v regulaci sekundarniho

metabolismu hub
Stejné¢ jako vSechny procesy v zZivych organismech je isyntéza sekundarnich
metabolitd pfisn€ kontrolovand. Geny zapojené do biosyntézy sekundarnich
metaboliti U vlaknitych hub byvaji velmi Casto sefazeny vedle sebe na chromosomu
atvori tak klastr geni (Keller a Kohn, 1997). Takové uspofadani genti usnadnuje
regulaci celé metabolické cesty. Tyto klastry genti velmi Casto obsahuji také gen
kodujici transkripéni faktor, ktery reguluje expresi gent v Klastru (Hoffmeister
a Keller, 2007). Nejcast&ji se vyskytujicim typem transkripénich faktort
v genovych Klastrech pro biosyntézu sekundarnich metabolitd jsou proteiny
s motivem zinkového klastru (Shwab aKeller, 2008). Jednim =z takovychto
transkripénich faktorti je naptiklad gen aflR, ktery je soucasti klastru pro biosyntézu
mykotoxinu  aflatoxinu  u Aspergillus  flavus  a Aspergillus  parasiticus
a sterigmatocystinu u Aspergillus nidulans (Woloshuk et al., 1994; Yu et al., 1996;
Fernandez etal., 1998; Price etal., 2006). Gen aflR koduje transkripéni faktor
s motivem zinkového klastru, konkrétné Zn(I[)2Cys6 zinkovy binuklearni protein.

Mutanti s defektnim genem aflR neprodukuji aflatoxin/sterigmatocystin a nedochazi
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u nich ani k expresi genu aflatoxin/sterigmatocystin klastru (Yu et al., 1996). Avsak
tento transkripcni faktor nereguluje expresi genid jen v ramci klastru, ve kterém se
nachazi, ale mize regulovat i transkripci genti mimo klastr (Price et al., 2006).

Produkce sekundarnich metabolitll ale neni kontrolovana pouze klastr specifickym
transkripénim faktorem. V nékterych klastrech geni pro sekundarni metabolity
transkripéni faktor zatim nebyl ani nalezen (Brakhage, 2013). Biosyntéza
sekundarnich metabolitl byva také regulovana riznymi exogennimi signaly, jako
napi. mnozstvi dusiku, sacharidt, pH (Shwab a Keller, 2008). Transkrip¢ni faktory
zprostfedkujici tyto environmentalni signaly nebyvaji soucasti genového klastru
a jsou to napiiklad AreA (reakce na koncentraci dusiku v prostiedi) (Hynes, 1975)
anebo PacC (reakce na pH prostiedi) (Tilburn etal., 1995). Je znamo, ze PacC
reguluje biosyntézu penicilinu u Aspergillus nidulans v zavislosti na pH prostiedi
pficemz v alkalickém prostfedi je produkce penicilinu vyssi (Shah etal., 1991;
Martin, 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Vsechny experimenty byly provadény s divokym kmenem C. purpurea 20.1.
Pro transformace C. purpurea byla pouzita DNA ziskana z plasmidi nasledujicich
bakterii, které byly pfipraveny Michaelou Hradilovou (2016).

Escherichia coli s plasmidem pNDH-OCT::CPUR01124

Escherichia coli s plasmidem pNDH-OCT::CPUR05433

Escherichia coli s plasmidem pRS::CPUR01124

Escherichia coli s plasmidem pRS::CPUR05433
Dale byl pouzit mutant C. purpurea nadprodukujici mCherry. Mutant byl pfipraven
Michaelou Hradilovou (2016).

Claviceps purpurea OE::mCherry

3.1.2 Chemikalie

Pro experimenty a ptipravu médii a roztokl byly pouzity nasledujici chemikalie:
Agarosa (HiMédia, CR)
Ampycilin (Sigma-Aldrich, USA)
Bromid ethidia (NeoLab, Némecko)
Dihydrogenfosforecnan draselny (AppliChem, Némecko)
DMSO (Duchefa, Nizozemsko)
DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo scientific, USA)
D-sorbitol (Duchefa, Nizozemsko)
EDTA (Penta, CR)
Ethanol (Penta, CR)
Gamborg B5 (Duchefa, Nizozemsko)
Heptahydrét siranu hofe¢natého (Penta, CR)
Heptahydrat siranu zine¢natého (NeoLab, Némecko)
Heptahydrat siranu zeleznatého (NeoLab, Némecko)
Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, USA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, CR)
Hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)
Hydroxid sodny (Penta, CR)
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Hygromycin (Roche, Svycarsko)

Chlorid draselny (Lach-Ner, CR)

Chlorid sodny (Lach-Ner, CR)

Chlorid vapenaty (Penta, CR)

IPTG (Duchefa, Nizozemsko)

Isopropanol (Lach-Ner, CR)

Kvasinkova extrakt (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina citronové (Lachema, CR)

Kyselina citronova (NeoLab, Némecko)
Kyselina chlorovodikova 36 % (Lachema, CR)
LB Broth (Luria low salt) (Sigma-Aldrich, USA)
Lyza¢ni enzym z Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich, USA)
Octan draselny (Penta, CR)

PEG 6000 (AppliChem, Némecko)

Pepton (Merck, Némecko)

Phleomycin (InvivoGen, USA)

Sacharosa (Lach-Ner, CR)

SDS (Lachema, CR)

Tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Penta, CR)
Tris (Duchefa, Nizozemsko)

Xgal (Duchefa, Nizozemsko)

o-Asparagin mono hydrat (HiMédia, CR)

Pro PCR byly pouZity nasledujici latky:
5x Green GoTaq Flexi pufr (Promega, USA)
dNTPs (Fermentas, Kanada)
GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo scientific, USA)
GoTaq 2G Flexi DNA polymerasa (Promega, USA)
Chlorid hotfe¢naty (Promega, USA)
Nuclease-free voda (Promega, USA)
Primery (Sigma-Aldrich, USA)

Pro Stépeni plasmidové DNA byly pouZity nasledujici enzymy a puft:
BamHI-HF (BioLabs, USA)
CutSmart pufr (BioLabs, USA)
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EcoRI-HF (BioLabs, USA)
Hindlll-HF (BioLabs, USA)

3.1.3 Komer¢ni Kity
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Némecko)
PureYield Plasmid Midiprep System (Promega, USA)

3.1.4 Roztoky a média

1% (w/v) agarosovy gel - 4 g agarosa, 400 ml TAE pufr

BIl agar (pH 5,2-6) - 100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat,
1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,5 g siran hofe¢naty heptahydrat, 12 g agarosa,
doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, upraveno pH na 5,2-6, autoklavovano

BIl médium pro kultivaci (pH 5,2-6) - 100 g sacharosa, 5g pepton, 5g
L-Asparagin monohydrat, 1 g dihydrogenfosforecnan draselny, 0,5 g siran hotecnaty
heptahydrat, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, upraveno pH na 5,2-6,
autoklavovano

BlIl médium pro transformaci (pH 8) - 40g sacharosa, 1 g pepton, 1g
L-Asparagin monohydrét, 0,2 g hydrogenfosfore¢nan draselny, 0,1 g siran hotecnaty
heptahydrat, 2,4 g agarosa, doplnéno do 200 ml destilovanou vodou, upraveno pH na
8, autoklavovano

Gamborgovo médium — 3,05 g Gamborgova B5 média, 10 g glukosa, 7,5¢
agarosa, doplnéno do 1 | destilovanou vodou

Hoechst barvivo — 5 mg Hoechst 33258, 10 ml Mcllvaine pufru

IPTG roztok — 23,8 mg IPTG, rozpusténo v 1 ml destilované vody, sterilizace
filtraci

KACc roztok — 39,25 g octan draselny, doplnéno do 80 ml destilovanou vodou

Lyzaéni pufr — 200mmol-I" Tris-HCI pH 8,5, 250m mol-I" chlorid sodny,
25mmol-I"EDTA, 5 g SDS, doplnéno do 100 ml

Mantle agar — 100 g sacharosa, 10 g L-asparagin, 1 g dusi¢nan vapenaty, 0,25 g
dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,25 g heptahydrat siranu hofecnatého, 0,125 g
chlorid draselny, 0,033 g heptahydrat siranu Zeleznatého, 0,027 g heptahydrat siranu
zine¢natého, 0,01 g L-cystein, 0,1 g kvasinkovy extrakt, 20 g agarosa, doplnéno do

11, upraveno na pH 5,2, autoklavovéano
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Mcllvaine pufr — 17,39 mi 0,2mol-I* hydrogenfosfore¢nan sodny, 2,61 ml
0,1mol-1™* kyseliny citronové, upraveno na pH 7,2

PEG roztok — 7,5 g PEG 6000, 0,05mol-I"* chlorid véapenaty, 0,1mol 1™ Tris-HCI,
doplnéno do 30 ml destilovanou vodou, sterilizace filtraci

Roztok lyza¢niho enzymu — 100 mg lyza¢ni enzym z Trichoderma harzianum,
20 ml SMaC pufru, sterilizace filtraci

SMaC pufr — 0,05 mol-I™* chlorid sodny, 0,85 mol-I* D-sorbitol, 0,2 mol-I*
malat draselny, autoklavovéano

SOC médium - 20g trypton, 59 kvasinkovy extrakt, 59 chlorid sodny,
rozpu§téno v 950 ml destilované vody, piidano 10 ml 250mmol-I* chlorid draselny
pH 7, doplnéno do 1 1, autoklavovano, pfidano 20 ml 1mol-I* glukosa a5 ml
2mol-I™ chlorid hofe¢naty

STC roztok — 0,85mol-I"* D-sorbitol, 0,01mol-I* Tris, 0,05mol-I"* chlorid
vapenaty, upraveno na pH 7,5 a autoklavovéano

TAE pufr — 1mol-I* EDTA, 40mol-I"* Tris-acetat, upraveno na pH 8

Tekuté Bll médium - 100 g sacharosa, 5 g pepton, 5 g L-Asparagin monohydrat,
1 g dihydrogenfosforecnan draselny, 0,5 g siran hotecnaty heptahydrat, doplnéno do
1 | destilovanou vodou, upraveno pH na 5,2-6, autoklavovano

Tekuté LB médium - 1559 LB Broth (Luria low salt), 9,59 chlorid sodny,
doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, autoklavovano

Tuhé LB médium - 15,5 g LB Broth (Luria low salt), 9,5 g chlorid sodny, 15 ¢
agarosa, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, autoklavovéano

Xgal roztok — 20 mg Xgal, rozpusténo v 1 ml DMSO

3.1.5 Sekvence primeri

Pro reakce PCR byly pouzity tyto primery:

CP_poliC_fw 5-GTCTCCGACTTGGACTGAGC-3'

dia_CPURO01124 fw 5-GAAGGTTCATGTCAGTCCGC-3'
dia_CPUR01124 rev 5-TCCCTATTTCCACCACCACC-3

dia_CPUR01124 WT fw 5-CATAGTTGATGCTGGGACGC-3'
dia_CPURO05433_fw 5-GGAGGTAGGTAGTGCGTTGT-3'
dia_CPURO05433_rev 5. TTGCGGACACAAAGAGAAGC-3'
dia_CPUR05433 WT_fw 5-GACGACGTACATGGAGGACA-3'
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phleo_Hi3F2 S-GTGTTCAAGATCTCGATAAGATAC

G-3'
phleo_out_HeFe3 5-GAGCTCGGTATAAGCTCTCC-3'
TtubSR1 5-GAGGTGTGAGCATGGAAGTGATG-3'

Vsechny primery byly rozpustény v Nuclease-free vodé podle doporuceni vyrobce,
tak aby byla vysledna koncentrace 100 pmol-I*. Pro PCR reakci byly pouzity

nafedéné zéasobni roztoky primert 0 koncentraci 10 pmol-I™.

3.1.6 Pomiicky a pristroje
Biirkerova komurka (Marienfield, Némecko)
Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko)
Elektroforetickd komurka pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko)
Elektromagnetickd michacka (Boeco, Némecko)
Epifluorescencni mikroskop Axio Imager M2 (Zeiss, Némecko)
Filtr 0,22 pum (Techno Plastic Products AG, Svycarsko)
Flowbox (MERCI, CR)
Gel Doc EZ System (Bio Rad, USA)
Inkubator (Memmert, Némecko)
Lyofilizator SeduVac (LaboGene, Dansko)
Megafufa Heraeus 40R (Thermo scientific, USA)
Mikroskop Olympus CX21FS3 (Olympus, Japonsko)
Myraclothovd membrana (Calbiochem, CR)
NanoDrop NAS 99 spectrofotometr (ACT, USA)
Termoblok (BIOER, Cina)
Termocykler T-gradient (Biometra, Némecko)
Ttepacka Orbit 1000 (Labnet, USA)
UV transiluminator (East Port Scientific, CR)
Vortex (Labnet, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra, Némecko)
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3.2 Metody

Vsechna prace s C. purpurea probihala ve flowboxu. Pro transformace byl pouzit
kmen C. purpurea 20.1, ktery byl péstovan na Bll agaru v inkubatoru pii teploté
26°C.

3.2.1 lzolace plasmidové DNA

Do 5ml tekutého LB média s Ampicilinem (100 ug'ml™) bylo pfidano 20 ul
kultury Escherichia coli s vybranym plasmidem (pNDH-OCT::CPUR01124 nebo
pPNDH-OCT::CPUR05433 pro ptipravu nadproduk¢nich mutantli
apRS::CPURO01124 nebo pRS::CPURO01124 pro ptipravu deleCnich mutantd).
Médium s kulturou bylo kultivovano po dobu 16 h pii 37 °C a za tfepani pti 180 rpm.
Poté bylo 400 ul této smési pridano do 200 ml nového LB média s Ampicilinem
(100 pg'ml™). Vznikl¢ médium s kulturou vybraného plasmidu bylo kultivovano
po dobu 16 h pfi teploté 37 °C a za ttepani pii 180 rpm. Plasmid byl izolovan pomoci
kitu PureYield Plasmid Midiprep System podle navodu vyrobce.

3.2.2 Stépeni plasmidové DNA pomoci restrikénich enzymii
Ziskana plasmidova DNA byla $tépena pomoci restrikénich endonukleas. Plasmid
pPNDH-OCT::CPUR01124 byl stépen pomoci enzymu EcoRI-HF, plasmid
PNDH-OCT::CPUR05433 byl stépen enzymem BamHI-HF a HindllI-HF, plasmid
pRS::CPUR01124 byl st€épen pomoci enzymu Bam-HF a plasmid pRS::CPUR01124
byl stépen enzymem EcoRI-HF. Restrik¢éni smés byla vytvofena podle navodu
vyrobce, S odpovidajicim mnoZstvim CutSmart pufru, enzymu a plasmidové DNA
podle celkového objemu reakce. Restrikéni smés byla inkubovana pies noc pfi

teploté 37 °C a ovéiena pomoci elektroforetické separace.

3.2.3 Elektroforéza v agarosovém gelu
Pro ovéfeni uspésnosti polymerasové fetézové reakce (PCR) a restrikce plasmidové
DNA pomoci restrikénich enzyml byla pouZita elektroforéza v agarosovém gelu.
Restrik¢ni nebo PCR smés byla obarvena pomoci DNA Gel Loading Dye (6x) podle
pokynii vyrobce a tato smés byla napipetovana do 1% agarosového gelu, ktery
obsahoval 10 pl 0,5% roztoku bromidu ethidia na 100 ml agarosového gelu. Pro
urCeni velikosti fragmentdl DNA byl pouzit GeneRuler 1 kb plus DNA ladder.

Elektroforeticka separace fragmenti DNA probihala v elektroforetické komurce v 1X
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TAE pufru po dobu 40 min pii napéti 120 V. Vizualizace elektroforetické separace

DNA byla provedena pomoci UV transiluminatoru.

3.2.4 Purifikace nastépené DNA

Vybrany DNA fragment byl po elektroforetické separaci vyfiznut z agarosového gelu
na UV transiluminatoru pomoci sterilniho skalpelu. Z vyiiznutého kousku
agarosového gelu byla DNA vyizolovana pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up podle pokynii vyrobce. DNA z restrikéni smési byla izolovana stejnym

kitem. Koncentrace a Cistota DNA byla zmétena pomoci piistroje NanoDrop.

3.2.5 Priprava protoplasta pro transformaci C. purpurea
Tekuta kultura C. purpurea uréena pro transformaci byla pfipravena dva dny pfedem,
treti den byla provedena samotnd transformace. Pro napéstovani tekuté kultury
C. purpurea bylo pouzito mycelium rostouci na BII agaru, ze které¢ho bylo vyfezano
6-8 ctvereckll mycelia o rozmérech asi 2 az 2,5 mm, které byly pfidany do 50 ml BII
média pro kultivaci v 250 ml velké Erlenmeyerové bance. Erlenmeyerova baika byla
zakryta hlinikovou f6lii a tekuta kultura byla poté inkubovéana dva dny pfi teploté
28°C a 180 rpm.

V den transformace byla napéstovand kultura C. purpurea centrifugovdna 10 min
pii 3500 rpm pii pokojové teploté, supernatant byl odebran a pelet byl piemyt
pomoci 20 ml SMaC pufru. Promyty pelet byl opétovné centrifugovan 10 min pfi
3500 rpm pii pokojové teploté. Supernatant byl odlit a k peletu byl ptidan roztok
lyzaéniho enzymu. Pelet byl opatrné rozsuspendovan v roztoku lyza¢niho enzymu
a vznikla smés byla 1 h tfepana pfi 80 rpm ateploté¢ 28 °C. Nasledné byla smés
piefiltrovana pies Miracloth membranu. Filtrat byl stocen pti 2000 rpm po dobu
10 min pfi teploté 6 °C. Pelet byl dvakrat promyt pomoci 5 ml STC pufru. V obou
piipadech byl stoc¢en pti 2000 rpm po dobu 10 min pii teploté 6 °C. Pelet byl opatrné
rozsuspendovan v 1 ml STC pufru. Pomoci Biirkerovy komtrky a mikroskopu byla
urCena koncentrace protoplasti apoté byla upravena na koncentraci

5%108 protoplasté v 1 ml.

3.2.6 Transformace protoplasti C. purpurea

Protoplasty byly transformovany za ucelem ptipravy dele¢nich nebo nadprodukénich
mutantd vybraného genu. Pro selekci nadprodukcnich mutanti bylo pouzito

antibiotikum Hygromycin a pro selekci dele¢nich mutantti bylo pouzito antibiotikum
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Phleomycin. Transformace protoplastt probihala v 15 mililitrovych zkumavkach,
do kterych bylo napipetovano 5-10 ug DNA (maximalni objem 10 pl), pficemz
roztok DNA byl doplnén do 100 ul pomoci STC pufru. K této smési bylo pfidano
50 ul PEG roztoku a 100 ul protoplastii a pak nasledovala inkubace pfi pokojové
teploté po dobu 20 min. Nasledn¢ byly ke smési pridany 2 ml PEG roztoku, inkubace
5 min. Poté byly k transformaéni smési piidany 4 ml STC pufru.

Pii pouziti antibiotika Hygromycin bylo pfedem pfipravené BII médium pro
transformaci (vzdy 200 ml) ochlazeno po autoklavovani na teplotu 50 °C. Do prvni
Petriho misky oznacené jako kontrola protoplastti bylo umisténo 20 ml BII média pro
transformaci, které obsahovalo 11 ul pfipravenych protoplastd. V druhé Petriho
misce oznacené jako kontrola transformace i ve vSech ostatnich Petriho miskach bylo
promichano 690 ul transformac¢ni smési $20 ml BII média pro transformaci.
Po ztuhnuti média ve vSech pfipravenych Petriho miskach byly Petriho misky
kultivovany pfi teploté 26 °C po dobu 2 dnd. Poté byly vSechny Petriho misky krom¢
kontroly transformace akontroly protoplasti ptelity 10 ml BII média pro
transformaci s Hygromycinem o koncentraci v médiu 600 pg-ml™. Petriho misky
byly inkubovany pii teploté¢ 26 °C. Pokud byla na Petriho miskach s kontrolou
protoplasti a kontrolou transformace ptitomna mycelia, byla mycelia z ostatnich 8
Petriho misek pienesena na nové Petriho misky s BIl agarem s koncentraci
antibiotika (Hygromycin) 200 pug'ml™®. V opatném piipadé byla transformace
opakovana.

Pfi pouziti antibiotika Phleomycin bylo pfedem pftipravené BII médium pro
transformaci bylo ochlazeno po autoklavovani na teplotu 50 °C. Do prvni Petriho
misky oznacené jako kontrola protoplastii bylo rozmichdno v 20 ml BII média pro
transformaci 11 pul roztoku protoplasti. V druhé Petrihn0 misce oznafené jako
kontrola transformace bylo promichano 690 ul transformaéni smési v 20 ml Bll
média pro transformaci. Nasledné¢ bylo do zbylého mnoZstvi BII média pro
transformaci piidano antibiotikum Phleomycin, tak aby kone¢na koncentrace
antibiotika v médiu byla 33 pg'ml™. Do zbyvajicich Petriho misek sady bylo dano
vzdy 20 ml BII média pro transformaci s antibiotikem av ném bylo rozmichano
690 pl transformacni smési.

Po ztuhnuti média v pfipravenych Petriho miskach byly misky kultivovany pfi
teploté 26 °C. Pokud byla na miskach kontrola protoplastd a kontrola transformace

pfitomna mycelia, byla mycelia z ostatnich 8 misek sady pienesena na nové Petriho
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misky s BIl agarem s koncentraci antibiotika (Phleomycin) 100 pg'ml™. V opatném

piipad¢ byla transformace opakovana.

3.2.7 lzolace genomické DNA
Za ucelem ziskani templatové DNA pro PCR byla provedena izolace genomické
DNA z vybranych mycelii. Pfeockovana mycelia z Petriho misek s BIl agarem
s vybranym antibiotikem, ktera vykazovala rezistenci proti tomuto antibiotiku, byla
oznacena ajejich vzorek byl pifenesen do 1,5 mililitrovych mikrozkumavek
a lyofilizovan.

Pot¢ byly vzorky rozdrceny vtekutém dusiku. Ke kazdému takto
homogenizovanému myceliu bylo pfidano 600 pl lyza¢niho pufru a mikrozkumavky
byly né€kolik minut intenzivné promichavany. Ke smési pak bylo ptidano 400 pul KAc
roztoku, vzorky byly promichany a inkubovany 15-20 min pti -20 °C. Nasledovala
centrifugace pii 14 000 rpm po dobu 20 min pii teplot¢ 4 °C. Supernatant byl
ptenesen do novych 2 mililitrovych mikrozkumavek a byl k nému p#idan 1 ml
vychlazeného 100% isopropanolu. Smés byla nékolikrat promichana a poté byla
centrifugovana pii 14 000 rpm po dobu 30 min pfi teploté 4 °C. Supernatant byl
odstranén a nasledovalo promyti peletu pomoci 300 ul 70% ethanolu, centrifugace
pii 14 000 rpm po dobu 5 min pfi teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén, pelet byl

vysuSen pii pokojoveé teplot€ a rozpustén ve 100 pl sterilni destilované vody.

3.2.8 Polymerasova retézova reakce (PCR)

PCR reakéni smés pro potvrzeni piitomnosti nadprodukénich mutanti byla nastavena
podle tabulky Tab. 3 a PCR program podle tabulky Tab. 4. Jako templat byla pouzita
genomicka DNA obou nadprodukénich mutantti a primery CP_poliC_fw a TtubSR1.
Pro potvrzeni pfitomnosti dele¢nich mutantli vybranych gent byly provedeny tii
PCR pro kazdy vzorek, reakce A, B a C. Reak¢éni smési pro PCR byly nastaveny
podle Tab. 3, a PCR program pro gen Cpur01124 podle Tab. 5 a pro gen Cpur05433
podle Tab. 6.
Pro gen Cpur01124 byly pouzity primery Vv reakéni smési:

e A)dia_CPUR01124 fw a phleoHi3F2

e B)phleo_Hefe3 adia CPUR01124 rev

e C)dia_ CPUR01124 WT_fw adia_CPUR01124 rev
Pro gen Cpur05433 byly pouzity primery V reakéni smési:

e A)dia_CPUR05433 fw a phleoHi3F2
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e B) phleo_Hefe3 adia_ CPUR05433 rev
e ()dia_CPUR05433 WT_fw adia_CPUR05433 rev

Jako negativni kontrola byla pouzita Nuclease-free voda. Pro

nadprodukénich mutantd  byly jako pozitivni kontrola pouzity plasmid

PNDH-OCT::CPUR01124 pro gen Cpur01124 a plasmid pNDH-OCT::CPUR05433

pro gen Cpur05433.

Vysledek PCR byl ovéfen pomoci agarosové elektroforézy, ktera probihala po

dobu 20 min.

Tab. 3 Reakéni smési pro PCR

MnozZstvi Latka
7,43 ul Voda (Nuclease-free)
2,5 ul Flexi pufr (5x)
0,25 ul Forward primer 10 p mol-I™
0,25 ul Reverse primer 10 w mol-1™
0,25 ul dNTP 10 p mol-1™
0,07 ul GoTaq polymerasa (3,5 U)
1ul Templatova DNA (50-100 ng/ul)

Tab. 4 PCR program pro identifikaci nadproduk¢nich mutanti

Krok Teplota Doba trvani

1. 95°C 2 min

2. 95°C 30s

3 58°C 30s

4 72°C 3 min (krok 2-4 opakovani 35x)
) 72°C 5 min

Tab. 5 PCR program pro identifikaci dele¢nich mutanta genu Cpur01124

Krok Teplota Doba trvani
1. 95°C 2 min
2 95°C 30s
3. 58°C 30s
4, 72°C 1 min 15 s (krok 2-4 opakovani 35x)
5 72°C 5 min

Tab. 6 PCR program pro identifikaci dele¢nich mutantia genu Cpur05433

Krok Teplota Doba trvani
1. 95°C 2 min
2 95°C 30s
3. 58°C 30s
4. 72°C 1 min 30 s (krok 2-4 opakovani 35x)
5 72°C 5 min
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3.2.9 Monosporicka izolace nadprodukcénich mutanti
Mycelia, u kterych byla pomoci PCR potvrzena piitomnost konstruktl pro
nadprodukci vybranych genii, byla pieockovana na Petriho misky s Mantle agarem
a kultivovana pii teploté 26°C po dobu 3 tydnt. Poté byly na misky naneseny 3 ml
nedestilované sterilni vody, ktera byla opatrné promichana se sporami. Smés vody se
sporami byla odebrana a pfitomnost spor byla potvrzena pod svételnym
mikroskopem. Na Petriho miskach s Bl agarem obsahujicim
200 pg-ml'1 Hygromycinu byly pifidany rtzné objemy odebraného roztoku spor
(10 ul, 100 ul a 1000 pl), a tyto spory byly inkubovany tyden pfi teploté 26 °C.
Po 1tydnu byly zPetriho misek, na kterych byla mycelia narostla jednotlive,
preockovany ¢asti mycelii na nové Petriho misky s tuhym BII médiem s antibiotikem

o stejné koncentraci.

3.2.10 Potvrzeni uspéSnosti transformace pomoci fluorescencni
mikroskopie
Konstrukty pro tvorbu nadprodukénich mutantd obsahovaly gen pro protein
mCherry. Na podlozni sklicko byla nanesena tenka vrstva Gamborgova média
a na n¢j byl dan ¢tvereCek mycelia vybranych nadprodukénich mutantii 0 rozmérech
asi 2az 2,5 mm. Mycelium bylo kultivovano po dobu 3 dnu pfi teploté 26 °C
Vv uzaviené nadobé€ s vlhkymi papirovymi ubrousky.

Mycelium bylo z preparatu odstranéno tak, aby hyfy, které vyrostly
na Gamborgové médiu, zlstaly zachovany. Na vzorek bylo pfidano 10 pl 10 X
fedéné¢ho Hoechst barviva, a pak byl vzorek zakryt krycim sklickem. Preparat byl
pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem pfi vlnové délce 610 nm pro protein
mCherry apfti vlnové délce 461 nm pro Hoechst barvivo. Pro excitaci proteinu
mCherry byla pouzita vinova délka 587 nm a pro excitaci Hoechst barviva byla
pouzita vinova délka 350 nm. Pomoci kamery, ktera byla soucasti mikroskopu, byly
vytvoreny fotografie, které byly zpracovany v programu Zeiss ZEN Blue software
(Ver.2010a).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této bakalaiské prace byli ptripravovani nadprodukéni i deleéni mutanti
dvou gent u vlaknité houby C. purpurea, divokého kmene 20.1. Oba vybrané geny
Cpur01124 a Cpur05433 pravdépodobné koduji transkripéni faktory. Jejich
pravdépodobnd funkce je =zalozena na piitomnosti strukturnich motivil
v aminokyselinové sekvenci proteind, které koduji, a které jsou typické pro
transkrip¢ni faktory hub. Konkrétné protein kodovany genem Cpur01124 obsahuje
motiv C2H2 a protein kodovany genem Cpur05433 obsahuje motiv Zn2Cys6

(http://www.uniprot.org, Schardl etal, 2013). Studium mutantd s nefunkénim

cilovym genem a mutantli nadprodukujicich cilovy gen/protein umoziuje studovat
funkci cilového genu. Z toho divodu, bylo ucelem této bakalaiské prace pripravit

mutanty gentt Cpur01124 a Cpur05433 a pomoct tak pii studiu jejich funkce.
4.1 Priprava nadprodukénich mutanta C. purpurea

Pii transformaci pomoci PEG (3.2.6) byl do protoplasti C. purpurea 20.1 vnesen
purifikovany (3.2.4) linearni konstrukt OE::CPURO01124 nebo OE::CPUR05433,

ktery byl pomoci restrikénich enzymi vystépen (3.2.2) z vyizolované plasmidové

A 843 bp 1011 bp 771 bp 706 pb
PoliC H Cpur01124 mCherry Ttub
Cp_poliC_fw TtubSR1
B 843bp 1464 bp. 771 bp 706 pb
PoliC 4 Cpur05433 mCherry Ttub
Cp_poliC_fw TtubSR1

Obr. 5 Zjednodusené schéma konstruktu OE::CPUR01124 (A) a OE::CPUR05433(B) pro
transformace s cilem ziskani nadprodukénich mutant vybranych genti s naznac¢enim mist, kde
nasedaji primery pro PCR. Gen rezistence na antibiotikum neni pomoci PCR amplifikovan,
a proto zde neni uveden. PoliC oznacuje sekvenci pouzit¢ho promotoru, na ni naseda primer
Cp_poliC_fw. Sipky oznacuji vybrané geny nebo gen pro protein mCherry. Ttub piedstavuje
sekvenci terminatoru, na kterou naseda primer TtubSR1. Vodorovna ¢ara nad obéma primery
oznacuje amplifikovanou sekvenci.
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DNA (3.2.1). Zplasmidu pNDH-OCT::CPUR01124 byl vystépen konstrukt
OE::CPUR01124 az plasmidu pNDH-OCT::CPUR05433 byl vystépen konstrukt
OE::CPUR05433. Oba konstrukty obsahovaly krom¢ vybranych gent fuzovanych
S fluorescenénim proteinem mCherry, také gen pro rezistenci na Hygromycin.
Vybrany gen s proteinem mCherry byl po transformaci produkovan pod
konstitutivnim promotorem PoliC abyl pouzit terminator Ttub (Obr. 5).
Transformované protoplasty byly kultivovany na Petriho miskach se selek¢nim Bl
agarem s antibiotikem az do doby, kdy na povrch Petriho misek vyrostla mycelia, ta
byla nasledn¢ preockovana na nové Petriho misky s BIl agarem s antibiotikem
(3.2.6).

DNA izolovana (3.2.7) z mycelii, kterd i po pfeockovani na nové Petriho misky
vykazovala rezistenci proti antibiotiku, byla testovana pomoci PCR (3.2.8), ktera
slouzila pro ovéfeni vyskytu konstruktd v genomu mutanta. Pro PCR byly pouzity
primery CP_poliC_fw a TtubSR1 (Obr. 5). Na zaznamu z agarosové elektroforézy
(3.2.3), ktera slouzila pro vizualizaci produktt reakci PCR (Obr. 6), byl u pozitivnich
nadproduk¢nich mutantt pfitomen jeden DNA fragment o velikosti 2434 bp pro
nadproduk¢ni mutanty genu Cpur01124 a jeden DNA fragment o velikosti 2887 bp
pro nadprodukéni mutanty genu Cpur05433. Jako pozitivni kontrola byly pouzity

plasmidy, ze kterych byly vystépeny konstrukty, pouzité pii transformaci. Jako

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %

11 12 18 14 Bl s 5.1, 152 BB NK
- i D Y st ol
2434 bp 2887bp

% Top\Visior™ LE GQ Agarcse #R0491)

1

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

Obr. 6 Elektroforetogram vizualizovanych fragmentu DNA amplifikovanych pomoci
PCR. Vzorky 1.1-1.4 jsou nadproduk¢ni mutanti genu Cpur01124 a vzorky 5.1 a 5.2 jsou
nadprodukéni mutanti genu Cpur05433. PK1 je pozitivni kontrola pro mutanty genu
Cpur01124 a PKS5 je pozitivni kontrola pro mutanty genu Cpur05433. NK oznacuje
negativni kontrolu. Pro ureni velikosti fragmenti DNA byl pouzit DNA ladder
(na elektroforetogramu mezi PK1 a 5.1), ukazany na pravé strané obrazku.
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negativni kontrola byla pouzita Nuclease-free voda. PCR s cilem identifikovat
nadproduk¢ni mutanty byla provedena pted i po monosporické izolaci (3.2.9), takze
kazdy mutant byl zkontrolovéan alespont dvakrat. Monosporicka izolace slouzila pro
ziskani mycelii s genetickou informaci z jediného jadra. Protoze zatimco spory
C. purpurea jsou jednojaderné, hyfy tohoto organismu jsou heterokaryotni (Esser
K. a Tudzinski,1978). Celkem byli identifikovani ¢tyfi nadprodukéni mutanti genu
Cpur01124 a dva nadproduk¢éni mutanti genu Cpur05433. Kazdy nadprodukéni

mutant byl pro dal§i pouZiti kultivovan na BII agaru s Hygromycinem (200 pg-ml™).

4.1.1 Ovéreni funk¢nosti vloZenych konstrukti pomoci

fluorescen¢ni mikroskopie

Za ucelem ovéfeni funkénosti konstruktd vlozenych do genomu mutantd byl
ve vzorcich pfipravenych mutanti sledovan vyskyt proteinu mCherry (3.2.10).
Pomoci fluorescen¢niho proteinu mCherry, ktery byl sledovan u vyselektovanych
nadproduk¢nich mutantd obou vybranych gend, bylo mozné potvrdit | expresi
vloZzenych genl. Piitomnost proteinu mCherry, znamenala funkénost vlozeného
konstruktu a tedy i nadprodukci vybranych transkripénich faktora (Cpur01124
a Cpur05433).

Z nadproduk¢énich mutanti obou genti byly pfipraveny preparaty barvené Hoechst
barvivem. Ty byly nasledné¢ pozorovany pod svételnym a fluorescen¢nim
mikroskopem (3.2.11). Jako negativni kontrola, ktera méla vyloucit moznost
autofluorescence, byl pouzit preparat piipraveny z divokého zastupce C. purpurea
kmene 20.1. Jako pozitivni kontrola byl pouzit mutant pNDH-OCT::mCherry
ptipraveny Michaelou Hradilovou (Obr. 7). Ptitomnost fluorescen¢niho proteinu
mCherry byla potvrzena u vSech pozorovanych vzorki (Obr. 8 C a G). U negativni
kontroly nebyla pozorovana autofluorescence, ktera by mohla komplikovat urovani
vyskytu fluorescenc¢niho proteinu mCherry ve vzorcich nadprodukénich mutantt.

Provedené barveni pomoci barviva Hoechst 33258 pfti pH 7,2, které bylo pouzito
pro zviditelnéni jader, bohuzel neobarvilo pouze jadra, ale i septa a bunécné stény.
V literatute je zminka o tom, zZe u starSich hyf pfi tomto barveni nejsou jadra vzdy
zieteln¢ viditelna (Maheshwari, 2005). Navic v zavislosti na pH, pti kterém bylo
barvivo pouzito, miize dochazet kromé jader i k obarveni septa a buné¢éné stény. Dale
je mozné, ze pouzité¢ pH miize zaviset i na druhu sledovaného organismu. Naptiklad

u Rhizoctonia solani bylo jako optimalni pro barveni jader uréeno pH 7,26-7,44
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Obr. 7 Na snimcich A, B, C, D jsou vybrané hyfy pozitivni kontroly. Méfitko
na fotografii odpovida 20 um. Snimek A je zobrazeni pod svételnym mikroskopem. Snimky
B, C, D ukazuji hyfy pod fluorescen¢nim mikroskopem, B — pozorovani pii vinové délce
461 nm (Hoechst), C - pozorovani pii vinové délce 610 nm (mCherry) a D - ptekryv B a C.

(Kangatharalingam a Ferguson, 1984). Oproti tomu Hua’an etal. (1991) udavaji,
jako idealni pro barveni jader hodnotu pH 7,8 a jako idedlni pro barveni sept hodnotu
pH 10,5 pro vSechny testované organismy.

V ramci této bakalarské prace se podafilo pfipravit nekolik linii nadprodukénich
mutantd vybranych geniti kodujicich transkripéni faktory. Identifikovat mutanty
a potvrdit tak UspéSnost transformace se podafilo jak pomoci PCR, tak pomoci
fluorescencni mikroskopie. Pomoci PCR byla dokizéna pfitomnost vneseného
konstruktu v genomu mutanta. Fluorescenéni mikroskopie zas prokazala, ze vneseny
konstrukt je funkéni a u mutanti dochazi jak k expresi vnesenych gend, tak
I k nadprodukci zadanych proteint. Ziskané mutanty je mozné dale pouzit pro
studium funkce obou gentl, naptiklad pomoci pozorovani fenotypu nebo virulence ¢i

prabehu infekce.
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Obr. 8 Na snimcich A, B, C, D jsou vybrané hyfy nadprodukéniho mutanta genu
Cpur01124, fotografie E, F, G, H ukazuji vybrané hyfy nadprodukéniho mutanta genu
Cpur05433 . Snimky A a E jsou pofizeny pod svételnym mikroskopem a snimky B, C, D,
F, G, H jsou pofizeny pod fluorescen¢nim mikroskopem, B a F - pfi vinové délce 461 nm
(Hoechst),C a G — pii vinové délce 610 nm (mCherry), D - ptekryv obrazkii B a C,
H - piekryv obrazki F a G. Métitko na fotografii odpovida 20 um.
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Recentné byla publikovana studie, kde u C. purpurea byl nadprodukéni mutant
jednoho z vybranych genu (Cpur05433) pouzit pro objasnéni funkce genového
Klastru, kterého je tento gen soucasti. Tento genovy klastr ovlivituje zbarveni
sklerocii. Zaroven bylo potvrzeno, Ze gen je transkripéni faktor (Neubauer et al.,

2016).

4.2 Priprava dele¢nich mutanta C. purpurea

Ptiprava delecnich mutantt, tj. mutanti s nefunkénim vybranym genem, je zalozena
na principu homologni rekombinace. Tento proces miize probihat béhem
meiosy i mitosy. Béhem meiosy homologni rekombinace zajistuje vyménu
homolognich Gseki mezi chromosomy rodi¢t a zajistuje tak variabilitu potomstva
a vznik novych kombinaci genli. Béhem mitosy pak homologni rekombinace, jako
jeden z opravnych mechanismu, které maji zajistit stabilitu uchovavané genetické
informace, zajistuje opravu poskozené DNA. Umoziuje opravu poSkozené
dvousroubovice DNA podle homolognich sekvenci (Filippo et al., 2008). Homologni
rekombinace béhem mitosy (opravy DNA) se vyuzivd pro piipravu dele¢nich
mutanti, kdy diky pocatecnim akoncovym (homolognim) sekvencim genu
obsazenych v konstruktu by pfi transformaci mélo dojit k ndhradé genu za vneseny

konstrukt.

4.2.1 Transformace protoplasta

Pomoci restrikénich enzymii byl z vyizolovanych plasmidi (3.2.1) vyStépen
(3.2.2) linearni konstrukt KO::CPURO01124 (z plasmidu pRS::CPUR01124) nebo
KO::CPURO05433 (z plasmidu pRS::CPUR05433). Konstrukt vzdy obsahuje
pocatecni (57) i koncovou (3°) sekvenci pozadovaného genu, ten je vSak nahrazen
genem pro rezistenci na antibiotikum Phleomycin (Obr. 9). Toto uspofadani ma
zajistit zaclenéni konstruktu na ptesné definované misto v genomu dle principu
homologni rekombinace. Konstrukty byly pfipraveny Michaelou Hradilovou.

Bylo provedeno nékolik transformaci protoplastd C. purpurea (3.2.6)
obéma konstrukty. Nasledovala kultivace transformovanych protoplasti v Petriho
miskach se selek¢nim BIl agaru s antibiotikem Phleomycinem. Mycelia, ktera
vyrostla z transformovanych protoplastii, byla pfeockovana na nové Petriho misky se

selekénim BIl agarem.
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dia CPUR01124 WT fw  dia CPURD1124 rev

I 981 bp

Cpur01124
5Konec 3'konec
Gen rezistence na ble

1211 bp 1022bp |B|

dia CPUR0O1124 fiw phleo Hi3F2 phleo_out HeFe3 dia CPUR0D1124 rev

dia CPURO05433 WT fv  dia CPUR05433 rev

I 1207 bp
Cpur(5433

5'Kkonec 3'konec
Gen rezistence na ble

1378 bp 1202bp | B]

dia CPUR05433 fiw phleo Hi3E2 phleo_out HeFe3 dia CPUR0D5433 rev

Obr. 9 Zjednodusené schéma konstruktit KO::CPUR01124 (1) a KO::CPUR05433 (1)
pro prfipravu deleCnich mutanti vybranych genl, véetné mista nasedani primerQ
a velikosti produkt PCR. Modie jsou oznaceny primery v PCR smési A, zelené¢ v PCR
smési B a zlut¢ v PCR smési C. Velikost napsana v obdélniku nad/pod pfisluSnymi
primery odpovida velikosti amplifikovaného produktu PCR. Obdélniky odpovidaji gentim
— puvodni (nahote) nebo nahrazeny pomoci transformace (dole). 5" a 3" konce jsou
homologni tseky umoziujici homologni rekombinaci.

Z myecelii, ktera vykazovala odolnost vici antibiotiku i na druhém selekénim
médiu, byla izolovana genomickda DNA (3.2.7). Ta byla pouzita jako templatova
DNA pro PCR (3.2.8). Reakce byly nastaveny podle schématu (Obr. 9). Kazdy
vzorek byl podroben tiem PCR reakcim, které se lisily dvojici pouzitych primerd.
Podle ptitomnosti ¢i nepfitomnosti amplifikovaného fragmentu DNA o urcité
velikosti, bylo mozZné transformované linie rozliSit na delecni mutanty nebo
rezistentni mutanty. Pokud byl ve smési A a B pfitomny fragment o spravné velikosti
(A - 1211 bp pro Cpur01124 nebo 1378 bp pro Cpur05433, B - 1022 bp pro
Cpur01124 nebo 1292 bp pro Cpur05433), byl testovany vzorek identifikovan jako
dele¢ni mutant daného genu. Pokud byl pozitivni vysledek v PCR smési C (981 bp
pro Cpur01124 nebo 1207 bp pro Cpur05433), testovany vzorek byl rezistentni

mutant, u kterého se transformac¢ni konstrukt integroval na jiné misto v genomu.
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Obr. 10 Elektroforetogram, na kterém byly vizualizovany produkty PCR pfi
identifikaci delecnich mutanti genu Cpur01124. Pismena A, B, C oznacuji smési
primert. Ani jeden ze vzorkd 1-15 neni dele¢ni mutant vybraného genu (fragment pouze
se smesi primert C). NK oznacuje negativni kontrolu. Pouzity ladder pro odhad velikosti
DNA fragmentl je na obrazku vpravo.

Celkem bylo pomoci PCR reakci testovano 175 transformovanych mycelii
rezistentnich na antibiotikum za 0celem identifikace deleéniho mutanta genu
Cpur01124 (Obr. 10) a 81 transformovanych mycelii rezistentnich na antibiotikum
pro identifikaci dele¢niho mutanta genu Cpur05433 (Obr. 11). I pfes to nebyl ziskan
dele¢ni mutant ani jednoho z vybranych genl, a byli ziskdni jenom rezistentni
mutanti (Obr. 10 a 11). To mize byt zpisobeno tim, Ze u vlaknitych hub byva
ucinnost transformace pomoci homologni rekombinace obvykle nizka (Martin,
2014). Velmi casto dochéazi k zabudovani DNA na nehomologni misto v genomu,
tedy zcela nespecificky (Ballance et al., 1983, Walz a Kiick 1993). U C. purpurea je
udavana pravdépodobnost homologniho zabudovani DNA konstruktu do genomické
DNA obvykle 1-2 %. Pro zvySeni pravdépodobnosti homologni rekombinace, byl
Vv roce 2008 piipraven Aku70 mutant u C. purpurea, ktery ma nefunkéni gen ku70,
ktery je dilezity pro pribéh nehomologni rekombinaci. U tohoto mutanta se
pravdépodobnost homologni rekombinace zvysila na 50-60 % (Haarmann et al.,
2008). Bohuzel pozdéjsi experimenty ukazaly, ze Aku70 mutant je nestabilni, velmi
rychle podléhd degenerativnim zméndm, a ztohoto diivodu je nevhodny pro

dlouhodobé studium a dalsi experimenty (Hinsch a Tudzynsky, 2015).
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Obr. 11 Elektroforetogram, na kterém byly vizualizovany produkty PCR pfi
identifikaci dele¢nich mutantl genu Cpur05433. Pismena A, B, C oznacuji smési primert.
Ani jeden ze vzorki 1-9 neni dele¢ni mutant vybrané¢ho genu (fragment pouze se smesi
primert C). NK oznacuje negativni kontrolu. Pouzity ladder pro odhad velikosti DNA
fragmentt je na obrazku vpravo.
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5 ZAVER

V této bakalarské praci byla v teoretické Casti zpracovana literarni reSerSe na téma
biologie a vyznam C. purpurea, a na téma transkripéni faktory. Byly popsany jejich
funkce, jejich strukturni motivy, a specifikovany transkripéni faktory hub a jejich
zapojeni do sekundarniho metabolismu.

V experimentalni Casti této prace byly provedeny transformace protoplasti
C. purpurea piipravenymi konstrukty pomoci PEG za ucelem piipravit nadprodukcni
a dele¢nich mutanty vybranych genti (Cpur01124 a Cpur05433). Podle dosavadnich
informaci o vybranych genech zakladajicich se na pfitomnosti strukturnich motivt
v aminokyselinové sekvenci kédovaného proteinu, se predpoklada, Ze jde o geny
kodujici transkripéni faktory.

Transformované houby selektované pomoci antibiotika byly testovany
na ptitomnost konstruktu v genomu pomoci PCR, ktera vedla k identifikaci
nadprodukénich mutanti obou genli. Pomoci fluorescenéni mikroskopie byla
potvrzena funk¢nost vlozenych konstrukt. Tyto nadprodukéni mutanti mohou déle
poslouzit pro studium funkce nadprodukovanych genti/proteinii. Dele¢ni mutanti ani
jednoho z vybranych genti nebyli i pfes opakované pokusy ziskani. Dosazené

vysledky byly diskutovany s literaturou.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Phleomycin

pary bazi

Dimethylsulfoxid

Deoxynukleotidy
Isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
Polyethylenglykol

Dodecylsiran sodny
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
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