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Souhrn

Claviceps purpurea je paraziticka houba z oddéleni Ascomycetes vyuzivana
ve farmakologickém prumyslu diky jeji schopnosti produkovat namelové alkaloidy.
Namelové alkaloidy slouzi jako vychozi surovina pro vyrobu Iékl na IéCbu migrény,
bolesti hlavy, Parkinsonovy nemoci a Alzheimerovy choroby. Enzymy biosyntetické
drahy jsou kédovany geny nachazejicimi se v klastru. Gen dmaW koduje enzym
prvniho kroku biosyntézy, spojeni isoprenylové skupiny s tryptofanem. Gen easC je
predpokladany regulaéni gen celého klastru.

Metodou PCR s uzitim proof-reading Phusion® polymerasy byly z genomové
DNA WT C. purpurea ziskany amplikony gent dmaW a easC, které byly ligovany do
pDrive plasmidu a klonovany do TOP10 E. coli elektroporaci. Metodou a-
komplementace byly vybrany kolonie pozitivnich bakterii. Plasmidy s inzertem byly
zpétné izolovany a zaslany na sekvenaci. Sekvence genu dmaW se u jednotlivych
klona liSily a byly rozfazeny do 4 podobnych skupin. Tento vysledek nasvédcuje, ze
gen dmaW se ve WT C. purpurea vyskytuje ve vice kopiich. Sekvence genu easC se
nevyznacovaly variabilitou v nukleotidovém slozeni. Nulova variabilita v genu easC

potvrzuje hypotézu jeho mozné funkce jako regulaéniho genu celého klastru.



Summary

Claviceps purpurea is a parasitic fungus of the division Ascomycetes used in
pharmacological industry due to its ability to produce ergot alkaloids. Ergot alkaloids
are used as basic drug-stock for production of medicaments to treat migraine,
headaches, Parkinson's disease and Alzheimer's disease. Biosynthetic pathway
enzymes are encoded by genes located within a cluster. Gene dmaW encodes an
enzyme in the first step of biosynthesis, the isoprenylation of tryptophan. Gene easC
is supposed to control the expression of entire gene cluster.

By PCR using proof-reading Phusion® polymerase, gene amplicons of dmaW
and easC were obtained from genomic DNA of wild-type C. purpurea strain, which
were ligated into pDrive plasmid and cloned into TOP10 E. coli using electroporation.
Colonies of positive bacteria were chosen using a-complementation method.
Plasmids with inserts were isolated and sequenced. Sequences of dmaW varied in
individual clones and were divided into 4 groups based on homology. This result
suggests that the gene dmaW in wild-type C. purpurea strain occurs in multiple
copies. Sequences of easC did not show any variability in nucleotide composition.
Zero variability in the gene easC confirms its putative function as the regulatory gene

of the cluster.
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1 Cile prace

Cilem teoretické Casti bakalarské prace je zpracovani literarni reSerSe na téma
syntézy ergoidnich alkaloidl u rodu hub Claviceps se zaméfenim na jednotlivé geny
klastru biosyntézy.

Informace ziskané zpracovanim literarni reSerSe jsou vyuzity v experimentalni
Casti, jejiz cilem je zvladnuti zakladnich metodik molekularni biologie (izolace
nukleovych kyselin, PCR, klonovani) a softwarovych aplikaci pro manipulaci s
genetickou informaci. Tyto metodiky jsou uplatnény k vlastni izolaci genomové DNA z
kmenG rodu Claviceps, nastaveni zakladni PCR reakce, izolaci amplikonu a jeho
klonovani pomoci restrikCnich enzymd do bakterialnich plasmidu. Prakticka ¢ast je
zakonc€ena vyhodnocenim sekvenacnich reakci a porovnani sekvenci genu dmaW a

easC mezi zastupci rodu Claviceps.



2 Uvod

Palickovice nachova (Claviceps purpurea) je paraziticka houba
jednodéloznych rostlin, zpuUsobujici ve stfedovéku epidemie otrav alkaloidy
produkovanymi timto organismem, tzv. nameloveé alkaloidy. Namelové alkaloidy jsou
v dnesni dobé vyuzivany ve farmakologii pro vyrobu |ékd. Produkce namelovych
alkaloidu u divokého kmene (wild-type) C. purpurea neni dostateCné vysoka, proto
jsou vyuzivany nahodné mutované kmeny se zvySenou produkci. Souasné je snaha
o podrobnou charakterizaci genl v klastru, kodujicich enzymy biosyntetické drahy
namelovych alkaloidd.

V diplomové praci Mgr. Heleny Hulvové (Hulvova H., 2009) byly
zpracovany geny dmaW a easC WT C. purpurea, u genu dmaW byl zjistén
nukleotidovy polymorfismus a inzerce oproti publikovanym sekvencim, ale
podrobnéjSi zpracovani tohoto problému nebylo cilem diplomové prace. Tato
bakalafska prace se zaméfuje na problém variability sekvenci geni dmaW a easC
v divokém kmeni C. purpurea, ktera mize byt pfic¢inou snizené produkce namelovych

alkaloidu.
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3 Souéasny stav reSené problematiky

3.1 Taxonomické zarazeni:

Rise: houby (Fungi)

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

Celed: paliCkovicovité (Clavicipitaceae)

Rod: pali¢kovice (Claviceps)

Druh: paliCkovice nachova (Claviceps purpurea)

3.2 Biologie rodu Claviceps

Zastupci rodu Claviceps jsou parazity na vice nez 600 jednodéloznych
rostlinach, v€éetné ekonomickych dulezitych plodin jako je Zito, pSenice, jeCmen, ryze,
kukufice, proso a oves (Bove, F.J., 1970).

PaliCkovice nachova je nejrozSifenéjSim druhem v Evropé se Sirokym
spektrem hostitelskych rostlin (napada vice nez 400 rostlinnych druhd). Ve
stfedovéku paliCkovice nachova zpusobovala onemocnéni zvané ergotismus (ohen
sv. Antonina). Toto onemocnéni bylo zplsobeno alkaloidy obsazenymi
ve sklerociich, které byli spole¢né s Zitem pomlety na mouku a zkonzumovany jako
chléb. V soucCasnosti je, diky chemickému oSetfeni osiva a dostatecné kontrole,
kontaminace mouky mozna pouze pfi hrubém poruseni hygienickym opatreni.

Claviceps purpurea infikuje vyhradné mladé, zpravidla neoplozené semeniky
trav a obilovin. Zaklad této pfisné organové specificnosti je nejasny, ale
pravdépodobné zahrnuje specifické rozpoznani povrchu blizny. Rané faze infekce
jsou podobné procesu oplodnéni rostlin, tj. adheze pylu a predevSim rlstu pylové
lacky v pletivu pestiku. Houba zfejmé napodobuje rist pylové lacky a muze pouzivat
ur€ité slozky signalu z interakce pyl-blizna, aby zabranila rozpoznani ze strany
rostliny. To pravdépodobné vysvétluje i absenci obranné reakce v rostlinné tkani
(Tudzynski, P. and Scheffer, J., 2004).
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3.3 Zivotni cyklus Claviceps purpurea

Claviceps purpurea - paliCkovice nachova (Urban Z., Kalina T., 1980)
parazituje v semeniku zita a jinych trav. Jarni infekci zpUsobuji askospory (obr. 1),
které se zachycuji na bliznach. Tam vykli€i, hyfa pronikne do semeniku a rozrusta se
dale v myceliu, pficemz nastava rozruSeni hostitelského pletiva a vznika vatovité
mycelium (pseudostroma); vnémz i na ném jsou komurky vystlané kratkymi
konidiofory, na nichz se formuji drobné konidie plovouci v medovici, ktera se hojné
vymeésuje a vytlaCovana odkapava spolecné s konidiemi. Na ni je pfilakan hmyz, jenz
prispiva k velmi intenzivnimu roz8ifovani houby béhem sezény. Napadené semeniky
se transformuji do fialové Cerného, napadné vycCnivajiciho sklerocia (namel).
Sklerocium vypadne z klasu a pfezimuje na pudé nebo pod povrchem. Na jafe
zného vyrusta nékolik hlavi¢kovitych stromat. Stroma ma bélavou Cast sterilni
(stopka), ktera nese kulovitou purpurovou nebo fialovou fertilni ¢ast. V té vznikaji
perithecia. Pod jejim povrchem se vytvofi drobné dutinky, do nichz pronikaji hyfy
diferencované jako askogon a anteridium. Béhem vyvoje viecek se vytvori
morfologicky rozliSena sténa perithecia, oddélujici perithecium od ostatniho pletiva
stromatu. Viecka jsou dlouze valcovita, vyrustaji z baze perithecia. Obsahuji po osmi
nitovitych askosporach. Askospory jsou vystfelovany a unaseny vzdusSnymi proudy

smérem nahoru a pfichycuji se na bliznach.

GQ konidie
€

perithecium

plazmogamie

askogenni hyfa

Obr. 1. Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Urban Z., Kalina T., 1980)
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3.4 Namelové alkaloidy

Alkaloidy obsaZené v namelu jsou druhové specifické, pro kazdy druh je
charakteristické Siroké spektrum derivatd a jejich variabilni mnozstvi. Produkce
namelovych alkaloidd neni omezena jen na zastupce rodu Claviceps, ale i nékolik

zastupcul rodu Epichloé. a Neotyphodium, ktefi Ziji jako endosymbionti v travach.

3.4.1 Ergotismus

Jako ergotismus je oznaCovano onemocnéni zpusobené namelovymi

alkaloidy. RozliSujeme 2 druhy ergotismu — ergotismus konvulsivni, ktery je

charakteristicky paranoiou, halucinacemi, zaskuby a kfeCemi, a ergotismus
gangrendzni provazeny ztratou perifernino citéni, otoky a nakonec i ztratou
postizenych tkani. (Eadie, 2003)

Prvni dobfe zdokumentovana epidemie ergotismu (Matossian,1989) byla
v letech 944-945, ve které zahynulo okolo 20 000 (skoro jedna polovina tamni
populace) lidi Zijicich v Pafizi a regionu Aquitane ve Francii. Pravdépodobné i
pomalé zotaveni po epidemiich moru v Evropé ve 14. stoleti byla cCastecné
zpusobena snizenou fertilitou obyvatelstva v disledku otravy namelovymi alkaloidy.

Otrava namelovymi alkaloidy nebyla dlouho spojovana s zadnym konkrétnim
vinikem, prvni pozorovani byla na zacCatku 17. stoleti, ktera nemoc spojovala
s kontaminaci zita namelem. Teprve vroce 1853 mykolog Louis René Tulasne
jednoznac¢né potvrdil vztah mezi Zitem napadenym palickovici nachovou a

ergotismem.

3.4.2 Chemicka struktura namelovych alkaloidt

Namelové alkaloidy jsou substituované 3,4-indol derivaty. Zakladnim
strukturnim elementem je ergolin, ktery je syntetizovan z tryptofanu, metylové
skupiny S-adenosyl methioninu a isoprenové jednotky odvozené od mevalonové

kyseliny (obr. 2).
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Obr.2. Biosyntetické prekurzory syntézy namelovych alkaloidi (Kfen V, Cvak L.,
1999)

Obecné Ize namelové alkaloidy rozdélit do tfi skupin — klaviny, D-lysergova
kyselina a jeji derivaty a ergopeptiny.

Klaviny jsou substitované 6,8-ergoliny (obr. 3). PfestoZe bylo izolovano a
charakterizovano pfes 35 klavint (obr. 4), Zadny z nich neni vyuzivan (Schiff P. L.,
2006).

Agroklavin Elymoklavin Lysergol Penniklavin
Obr. 4. Vybrani zastupci klavinovych alkaloidt (Kfen V, Cvak L., 1999)
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Kyselina D-lysergova a jeji pfirodni i syntetické derivaty, pfedevSim amidy,

které vykazuji farmakologicky vyhodné ucinky (obr. 5)

H O
HiC. o o ( Y\OH
i N N_ O Os_NH
e OH ’/
H
I N\_‘% | H N\
H HM / HN /

Kyselina lysergova LSD Ergometrin
Obr. 5. Kyselina lysergova a jeji nejznamé;jsi derivaty LSD a ergometrin (Rehadek et
al, 1990)

Ergopeptiny jsou D-lysergyl peptidy. Ke kyseliné D-lysergové je pfipojen
tripeptid, vzdy obsahujici L-prolin. V zavislosti na aminokyselinovém slozeni
pfipojeného fetézce je uréen druh ergopeptinu (obr. 6)

Ry
III
O\T}l\;;
|

H

—N
- O
Ry

II
Ergotaminy Ergoxiny Ergotoxiny

Pozice | Alanin Kyselina o—amino Valin
Pozice Il butanova
Fenylalanin Ergotamin Ergostin Ergokristin
Leucin a-Ergosin a-Ergoptin a-Ergokypton
Isoleucin B-Ergosin -Ergoptin -Ergokypton
Valin Ergovalin Ergonin Ergokornin
Kyselina a—amino butanova | Ergobin Ergobutin Ergobutyrin

Obr. 6. Slozeni bo¢niho aminokyselinového fetézce v pfirodnich ergopeptinech (Kren
V, Cvak L., 1999)
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3.4.3 Farmakologické vyuziti

Jiz ve stfedovéku porodni asistentky védély o terapeutickém potencialu
namelu a pouzivali je kléEbé probléma v téhotenstvi, nebo k vyvolani potratu.
Nicméné necdistota, nemoznost reprodukce obsahu a pomérného slozeni alkaloidu
nedolovala vyuziti namelovych alkaloidd v mediciné. To umoznily az moderni metody
20. stoleti (Tudzynski P. et al, 2001)

Farmakologicka aktivita je zpusobena predevSim struktrurni podobnosti mezi
D-lysergovou kyselinou (i jeji derivaty) a neurotransmitery jako jsou noradrenalin,
dopamin a serotonin; namelové alkaloidy reaguji s pfislusnymi receptory pro tyto
neurotransmitery (Berde a Sturmer, 1978). V zavislosti na substituentu navazaném
na karboxylové skupiné D-lysergové kyseliny maji namelové alkaloidy ve vztahu
k neurotransmiterim funkci agonisti nebo antagonistu (Stadler a Giger, 1984).

Klaviny a jednoduché amidy kyseliny D-lysergové s malymi substituenty
vykazuji silnou anti-serotogenni aktivitu kvali zvySené vaznosti k serotoninovym (5-
HT) receptordm.

Ergometrin (ergonovin) je prvni namelovy alkaloid pfipraveny synteticky.
Nejvyraznéjsi efekt ergonovinu je pfima stimulace délozni hladké svaloviny, coz vede
ke zvySeni svalového tonu a zvySeni rychlosti a sily rytmické kontrakce. Uziva se pro
léCbu a profylaxi potrati komplikovanych zpozdénim nebo nadmérnym krvacenim a
|éCbu poporodniho krvaceni (Schiff P. L., 2006).

Methysergid se pfirozené nenachazi v namelu, je vSak pfipravovan metylaci
z methylergometrinu (Cvak L., 1999). Je indikovan pro prevenci vaskularnich bolesti
hlavy, ale l|éCba je omezena pro pacienty, ktefi trpi Castymi Ci tézkymi a
neovladatelnymi bolestmi hlavy, ktefi nereaguji na jiné preventivni opatfeni.

Ergotamin a jeho derivat dihydroergotamin jsou léky na migrénu a bolesti
hlavy. Castymi vedlej$imi uginky lé8by jsou nevolnost a zvraceni, proto je
lék podavan s adjuvans (napf. metoklopramid), které tyto vedlejSi ucinky snizuje.

Bromokryptin je synteticky derivat a-ergokryptinu, byl prvnim klinicky
vyznamnym inhibitorem hormonu prolaktinu, pouzivanym k |éCbé prolaktin-
souvisejicich problému, jako jsou galaktorea, prolaktin-dependentni karcinom mlééné
Zlazy, amenorea a akromegalie (Schneider et al., 1977). U&inky bromokryptinu jsou
podobné dopaminu a jsou uzivany i jako zaklad I1éEby Parkinsonovy choroby (Keller
and Da Prada, 1979).

Dihydroergotoxin mesylaty (ergoloid mesylaty) se aplikuji pacientim
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k symptomatické terapii demence souvisejici s vékem a jako I1ék na Alzheimerovu

chorobu.

3.5 Biosyntéza namelovych alkaloidu

Tvorba namelovych alkaloidd je u divokych kmenl omezena pouze na zrajici
sklerocia, Kmeny produkujici alkaloidy v axenické kultufe byly ziskany nahodnou
mutagenezi, napf. kmen P1 pouzivany v mnoha molekularnich analyzach C.
purpurea (Lorenz 2009).

Biosyntéza alkaloidi v axenické kultufe je pfFisné regulovana ve vétsSiné
kmenu: tryptophan funguje jako prekursor a induktor, zatimco fosfat, glukéza a
amoniak syntézu inhibuje (Socic and Gaberc-Porekar, 1992).

Prvni krok biosyntézy je isoprenylace tryptofanu na 4-dimethylallyltryptofan
(obr. 7, Cast A), katalyzovany enzymem L-tryptofan dimethylallylsyntasou (DMATS).
Tento enzym byl prvnim charakterizovanym enzymem ve tvorbé namelovych
alkaloidl, jedna se o homodimer o molekulové hmotnosti 105 kDa (Gebler a Poulter,
1992).

Nasleduje methylace dimethylallyltryptofanu do N6 pozice, vznika N-
methyldimethylallyltryptofan. Methyl je ziskdn z methylové skupiny S-adenosyl
methioninu (Otsuka et al., 1980). Reakce je katalyzovana enzymem 4-
dimethylallyltryptofan N-methyltransferasou (Rigbers and Li, 2008).

Tretim krokem je wvytvofeni tretiho a Ctvrtého cyklu s meziprodukty
(chanoklavin |, chanoklavin | aldehyd) dekarboxylaci a oxidaci, vznika agroklavin.
Reakce je katalyzovana enzymem chanoklavin-l-syntetasou (Erge et al. 1973).

Syntéza pokraCuje prfeménou agroklavinu na elymoklavin katalyzovana
enzymem agroklavin 17-monooxygenasou (Kim et al., 1981). Elymoklavin je
pfeménén na kyselinu paspalovou enzymem elymoklavin 17-monooxygenasou (Kim
et al., 1983). Oba enzymy jsou zastupci cytochrom P450 monooxygenas.

Kyselina paspalova spontanné izomeruje na D-lysergovou kyselinu. Kyselina
D-lysergova je poCateCnim substratem pro tvorbu ergopeptinu (obr. 7, ¢ast B), nebo
svych amida.

Syntéza ergopeptind (obr. 7, Cast B) je zajiSt€éna enzymy ze skupiny
neribosomalnich peptidovych syntetas (Riederer et al., 1996; Tudzynski et al., 1999).
Kyselina D-lysergova je aktivovana enzymem D-lysergyl peptid syntetasa 2 (LPS 2).

K aktivované kyseliné D-lysergové jsou enzymem D-lysergyl peptid syntetasou 1
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(LPS 1) pfipojeny postupné aminokyseliny peptidového fetézce, aminokyselinou

v pozici lll je téméf vzdy prolin.
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Obr. 7. Biosynteticka draha namelovych alkaloidid. A biosyntéza kyseliny D-
lysergové. B Biosyntéza ergopeptinu (pfiklad syntézy ergotaminu). Tudzynski et al.,
1999

3.6 Klastr gent pro syntézu namelovych alkaloidt

Poprvé byl genovy klastr identifikovan metodou ,chromosome walking®
zacCinajici vgenu dmaW (Tudzynski et al., 1999). V souCasnosti je v klastru

identifikovano 14 otevienych &tecich ramcu (obr. 8), z nichz jen Cast je funkéné
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studovana a charakterizovan pfislusny enzym, ktery koduiji.

Na zakladé oligonukleotidid odvozenych z asteCné sekvence aminokyselin
enzymu DMATS byl poprvé klonovan gen dmaW, puvodné z C. fusiformis (Tsai et al.,
1995), pozdéji z kmene P1 C. purpurea (Tudzynski et al., 1999). Ortologni geny byly
identifikovany napfiklad u druhG Aspergillus fumigatus, A. nidulans a Leptosphaeria
maculans. Liu et al. (2009) prokazali monofyleticky puvod tohoto genu.

Dalsimi charakterizovanymi geny byly geny kédujici neribosomalni peptidové
syntetasy — IpsA71 (LPS1) a IpsB (LPS2).V roce 2005 Haarmann et al. rozSifil klastr
kmenu P1 z pavodnich 11 genua (Correia et al., 2003) na 14 genl objevenim dalSich
dvou genl pro NRPS — /psC a IpsA2, které pravdépodobné vznikly duplikaci a
jednoho blize nespecifikovaného genu.

Gen IpsC je pravdépodobné gen pro LPS3 enzym, neribozomalni peptid
syntetasu, interagujici s LPS1 za vzniku alkanolamidu D-lysergové kyseliny (Ortel et
al., 2009).

Pro vSechny enzymy katalyzujici kroky vedouci ke kyseliné D-lysergoveé nebyli
doposud urceny jejich geny. Pfehled genu a jejich pfedpokladané funkce jsou shrnuty
v tabulce 1.

Produkt genu cloA katalyzuje pfeménu elymoclavinu na kyselinu paspalovou
(Haarmann et al., 2006), jedna se o P450 monooxygenasu. Mutant AcloA nebyl
schopny tvofit ergopeptiny, produkoval pouze meziprodukty (agroklavin, elymoklavin,
chanoklavin).

Gen easE koduje enzym chanoklavin-l-syntetasu (Lorenz et al., 2010),
katalyzujici pfeménu N-methyl-dimethylallyltryptofanu na chanoklavin I. Enzym 4-
dimethylallyltryptofan N-methyltransferasa je produktem genu easF (Rigbers and Li,
2008), puvodné charakterizovaného u Aspergillus fumigatus. A. fumigatus sdili

stejnou biosyntetickou drahu s C. purpurea vedouci k agroklavinu.

ipsC lpsB vasC vasE pasd easMt pasHd
oasd clod eash easF amal¥ IpsAT lpsAZ

'."__1— "
e

Obr. 8. Schéma genového klastru pro syntézu namelovych alkaloidu, smér

transkripce je oznacen Sipkami (Lorenz et al, 2009)
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Tab. 1. Geny klastru pro syntézu namelovych alkaloidi (pfepracovano podle Lorenz
et al., 2009)

Gen Formaini Funkce (pfedpokladana)
nomenklatura

easA cpox3 Reduktasa/dehydrogenasa

IpsB cpps2 LPS 2

IpsC cpps3 LPS 3

CloA cpP450-1 Elymoklavin monooxygenasa

easC cpcat2 Reduktasa/dehydrogenasa

easD cpox2 Reduktasa/dehydrogenasa

eask cpox1 Chanoklavin-I-syntetasa

easF orfB 4-dimethylallyltryptofan N-methyltransferasa
easG orfA Reduktasa/dehydrogenasa (NmrA protein)
dmaW cpd1 DMAT syntetasa
easH1 orfC Oxygenasa/hydroxylasa

IpsA1 cpps1 LPS 1
easH2 orfE Hydroxylasa

IpsA2 cpps4 LPS 1

3.6.1 Reqgulace gen klastru

Na rozdil od vétSiny klastri zodpovédnych za produkci sekundarnich
metabolitu v houbach nebyl v ergoidnim klastru rodu Claviceps zatim nalezen
odpovidajici gen kodujici transkripéni faktor. Moznym kandidatem, kdédujicim
regulacni faktor, je gen easG. Ortologni geny jsou pfitomny v klastrech C. fusiformis
(pFistupovy kéd z GenBank databaze: ABV57825), Neotyphodium lolii (ABM91452) a
Aspergillus fumigatus (XM_751041) a vykazuji homologii s NmrA proteiny, u kterych
byla identifikovana regulaéni funkce jiz u jinych hub (Lorenz et al., 2009).
Podrobnéjsi vyzkum genu easG a jeho produktu nebyl ale zatim realizovan.

Zajimavym zpusobem regulace klastru je Uprava histonl. Bok a Keller (2004)
prokazali, Zze histon methyltransferasa (LaeA) hraje dalezitou roli v regulaci klastru u
rodu Aspergillus. Dele¢ni mutant AleaA blokoval expresi mnoha gena klastru,
zatimco zvySena exprese genu leaA v mutantu korelovala se zvySenou genovou

expresi a tvorbou produktl. Exprese laeA genu z A. nidulans v C. purpurea ale
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nemeéla zadny vliv na expresi gent ergoidniho klastru, tim se vliv histon
methyltransferasy v regulaci klastru namelovych alkaloid neprokazal.

Naproti tomu byl prokazan vliv acetylace/deacetylace histonl na expresi
klastrovych gent (Obr. 9). K tomuto pokusu byli pouzity syntetické inhibitory histon
acetyltransferas (HATi) a deacetyltransferas (HDACI), které byly pfidany do
kultivaGniho média. Médium T25N je indukujici pro tvorbu alkaloidl, médium Bll
tvorbu alkaloidi neindukuje. Vysledky testu jsou zobrazeny v obr. Xxxx. Ziskané data
ukazuji, ze biosyntéza alkaloidu je reprimovana pfidavkem HDACIi a indukovana
pomoci HATi. Tyto vysledky byly pfekvapiveé, byl oCekavan opacény efekt. Obecné
HDACI simuluji funkci histon acetyltransferas, jejichz padsobenim se kondenzovany
chromatin rozvolfiuje na euchromatin, ktery je snadnéji pfistupny expresi gent. Proto
by méli HDACi hladinu alkaloidl zvySovat a naopak HATi snizovat. Pravdépodobnym
vysvétlenim je, Ze v euchromatinu se nachazi hypoteticky represor, ktery je silné&ji

exprimovan a omezuje tvorbu alkaloidl (Lorenz et al., 2009).

HDACI -
B
o
O
medium T
T25N ()
BII 0
T25N
Bll
medium E = =
- = 2
o =
O ]
1 o
HATI

Obr. 9: Efekt inhibitord histon acetyltransferas (garcinol, vv51, wvv56) a
deacetyltranferas (HC-toxin, SAHA, ST17) na produkci ergoidnich alkaloidd (modré
zbarveni indikuje produkci alkaloidd — Van Urk test (Ehmann, 1977), pfevzato z
Lorenz et al., 2009
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3.7 Evoluce genového klastru

3.7.1 Evoluce uvnitf druhu

Haarmann et al. (2005) zkoumal variabilitu neribosomalnich peptid syntetas
(NRPS) u dvou kmenu C. purpurea - kmen P1 (produkujici hlavné ergotamin) a kmen
ECC92 (produkujici ergocristin). Jeho analyzy prokazaly variabilitu v doménach
NRPS zodpovédnych za pfipojovani aminokyselin ke kyseliné lysergové. Tato

variabilita je rozhodujici v tvorbé konec¢ného ergopeptinu.

3.7.2 Mezidruhova evoluce

Jen velmi malo zastupcl rodu Claviceps produkuje ergopeptiny, konecné
produkty celé biosyntetické drahy. V mnoha druzich je biosyntéza alkaloidu
zakoncena na urovni klavind nebo amidu kyseliny lysergové. Hlavni otazkou zlstava
zda genovy klastr v C. purpurea je kone€nym bodem evoluce klastru a ostatni druhy
maiji v klastru zahrnuty pouze geny vedouci k syntéze prekurzord (Lorenz et al.,
2009).

Lorenz et. al (2007) sekvenoval klastr pro tvorbu namelovych alkaloidd u
druhu C. fusiformis (obr. 10), produkujici pouze agroklavin a elymoklavin. Klastr
obsahoval geny shodné s geny v klastru C. purpurea, kromé tfi gentd pro NRPS
(IpsC, lpsA4/A;). Casteéné byla zmé&néna pozice genti okolo. V genu pro jedinou
zbyvaijici NRPS - IpsB byly identifikovany mutace vedouci k naruSeni ¢teciho ramce
a gen byl oznacCen jako pravdépodobny pseudogen. Elymoklavin je v C. purpurea
oxidovan na kyselinu lysergovou produktem genu cloA. Homolog cloA v C. fusiformis
gen cfcloA nevykazoval zadnou inaktivujici mutaci. Gen cfcloA byl exprimovan v C.
purpurea, ale nekodoval funkéni enzym a syntéza alkaloidi byla ukonéena u
agroklavinu/elymoklavinu. Naopak gen cloA exprimovany v C. fusiformis byl plné
funkCni a elymoklavin byl oxidovan na kyselinu lysergovou. To prokazuje, Ze syntéza
alkaloidu u C. fusiformis je zakon¢ena na urovni elymoklavinu nefunkénim produktem
genu cfcloA. Klastr C. fusiformis se vyvinul z komplexnéjsSiho klastru (napf. klastr C.
purpurea) ztratou funkce genu kédujicich enzymy v krocich po syntézu elymoklavinu.

Blizky pfibuzny C. fusiformis druh Claviceps hirtella (obr. 11) syntetizuje
derivaty kyseliny lysergové. Klastr je strukturou velmi podobny klastru C. fusiformis,
ale funkce genu IpsB je zachovana a gen IpsC je umistén na opaéné strané oproti C.

purpurea (obr. 10). Tyto zmény umoziuji houbé pokraCovat v syntéze alkaloidl pres
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elymoklavin, C. hirtella produkuje i ergometrin. Sekvence cloA u C. hirtella a C.
fusiformis vykazuje stejnou strukturu exonu a intronu, zlstava nejasné pro¢ produkt
cloA u C. hirtella je funkéni, zatimco u C. fusiformis je nefunkéni (Lorenz et al., 2009).

Je zajimavosti, Zze vSichni zastupci rodu Claviceps, ktefi syntetizuji namelové
alkaloidy, produkuji bud klaviny nebo ergopeptiny, nejsou Zzadné druhy kumulujici
kyselinu paspalovou nebo D-lysergovou. Pokusy s deleCnim mutantem genu /psB
v C. purpurea (Correia et al., 2003) nebo nahrazeni nefunkéniho genu cfcloA C.
fusiformis genem cloA C. purpurea (Lorenz et al., 2007) prokazaly, Zze akumulace
kyseliny D-lysergové nema pro houbu zadny toxicky efekt. Je nejasné, proC je
produkce strikiné omezena na klaviny nebo ergopeptiny. Moznym vysvétlenim je vliv
na pfezimovani, které je nezbytné pro kolonizaci v pristim roce. Namelové alkaloidy
mohou chranit sklerocia pfed snédenim herbivory a rozkladem mikroorganismy.
Klaviny a ergopeptiny mohou byt sekretovany, zatimco kyselina D-lysergova zlstava

v myceliu (Lorenz et al., 2009).

[peiC s cioA eas aash easE easF easB  dmal psAl; Ipehd
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Obr. 10. Schematické zobrazeni pozice a orientace namelového klastru u tfi
zastupcl rodu Claviceps. Sipky znazorfiuji smér transkripce. Barvy symbolizuji
zarazeni do skupin: svétle Seda: geny pro kroky do syntézy kyseliny D-lysergove,
stfredné Seda: geny potfebné pro dalSi produkci a aktivaci D-lysergové kyseliny,
tmavé Seda: geny neznamé funkce, Cerna: NRPS geny pro inkorporaci
aminokyselinové slozky ergopeptinu, bilé pruhy: znazorfuji pozici a délku intronu
(Lorenz et al., 2009)
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Obr. 11. Evoluéni vztahy mezi 37 zastupci rodu Claviceps na zakladé sekvenci

tubulinu, druh Epichloe typhina je pouZzit jako ,outgroup“ (Lorenz et al., 2009)
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4 Material a metodika

4.1 Biologicky material
WT kmen Claviceps purpurea (ziskan z firmy TEVA Czech Industries, Opava)
elektrokompetentni buriky E.coli kmen TOP10, Invitrogen, USA

4.2 Chemikalie

1 kb DNA ladder: Fermentas, Litva

5x HF pufr: Finnzymes, Finsko

6x vzorkovaci pufr: TaKaRa, Japonsko

Agar: Himedia, Indie

Agarosa: Amresco, USA

Amoniak: Lach-Ner, Ceska republika

Ampicilin: Sigma, USA

Citronova kyselina: Neo-Lab, Némecko

CTAB (Cetyltrimethylamoniumbromid): Sigma, USA
D-Glukosa monohydrat: Penta, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny: Penta, Ceska republika
dNTP smés 10mM : Fermentas, Litva

D-Sorbitol: Duchefa, Holandsko

EB pufr: Qiagen, USA

EDTA: Penta, Ceska republika

EcoRI restrikéni endonukleasa: 10U/ul, Fermentas, Litva
EcoRI 10x pufr: Fermentas, Litva

Ethanol: Penta, Ceska republika

Ethidiumbromid: Sigma Aldrich, USA

Hydroxid draselny: Penta, Ceska republika
Hydroxid sodny: Penta, Ceska republika

Chlorid draselny: Lachema, Ceska republika
Chlorid hofe¢naty: Finnzymes, Finsko

Chlorid sodny: Sigma, USA

Chlorid vapenaty: Fluka, Némecko

Chloroform: Neo-Lab, Némecko
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Chlorovodikova kyselina: Lachema, Ceska republika

IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid): Duchefa, Holandsko
Isoamylalkohol: Sigma, USA

Isopropanol: Lach-Ner, Ceska republika

Komplexon lII: Penta, Ceska republika

Kukufiény extrakt: TEVA Czech Industries, Ceska republika
Kvasinkovy extrakt: Sigma, USA

L-Asparagin monohydrat: Sigma-Aldrich, USA

LB Broth hight salt: Duchefa, Holandsko

Luria broth agar: Duchefa, Holandsko

Lyzaéni enzym z Trychoderma harzianum, Sigma, USA
Maleinova kyselina: Penta, Ceska republika

B-merkaptoethanol: Fluka, Némecko

N,N’-dimetylformamidu: Penta, Ceska republika

Octan amonny: Lachema, Ceska republika

Octova kyselina: Lachema, Ceska republika

pDrive plasmid, Qiagen, USA

Pepton: Duchefa, Holandsko

Phusion® DNA polymerasa: 2U/ul, Finnzymes, Finsko

Sacharosa: Penta, Ceska republika

SDS: Penta, Ceska republika

Siran hofeénaty heptahydrat: Penta, Ceska republika

Siran zine€naty heptahydrat: Neo-Lab, Némecko

Sorbitol: Duchefa, Holandsko

Taq polymerasa, Katedra biochemie UP Olomouc, Smehilova M., 2005
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Duchefa, Holandsko

Trypton: Duchefa, Holandsko

Ultracista deionizovana voda, RNase, DNase free: Invitrogen, USA
XGal: Duchefa, Holandsko

Primery pouzité pro PCR amplifikaci byly dodany firmou MetaBion, Némecko.
Lyofilizované primery pro PCR amplifikaci byly vzdy rozpustény v ultra Cisté
vodé v mnozstvich doporucenych dodavatelem pro dosazeni koncentrace 100

pmol/ul. Pracovni koncentrace primeru pro nastaveni PCR byla 10 pmol/ul.

26



4.3 Pristroje

Autoklav: Sanyo MLS-3020U Labo Autoclave, Japonsko
Digestof: Forlab DG Fume cupboard, Forlab, Belgie
Digitalni fotoaparat: DC120, Kodak s UV clonou, USA
Elektroporator: BTX PEP ECM 399, BTX, USA

Flowbox: Steril-Polaris Schoeller Instruments, Némecko
Inkubator: Lovibond, Némecko

Mikrocentrifuga: Hettich Zentrifugen Mikro 200R, Némecko
Mikroskop: Olympus CX 21, Japonsko

UV/VIS Spektrofotometr: Agilent, USA

Termoblok: Boekel Digital Dry Bath Incubator, Boekel, USA
Termocykler: TGradient Biometra, Némecko

Tfepacka: Grant-Bio POS300, Grant, Velka Britanie

UV transiluminator: VL TFP-M/WL, Vilber Lourmat, Francie
Horizontalni elektroforéza: Compaq XS/S, Biometra, Némecko
Vortex: Biosan Combi-spin, Biosan, Litva

Zdroj napéti pro elektroforézu: Standard Power Pack P25 Biometra, Némecko

4.4 Roztoky

TSN1 médium (ztuzené sporulacéni) [11]:

50 g sachar6za rafinovana, 50 g sorbitol, 6 g kukufi¢ny extrakt, 1 g siran
hofeCnaty heptahydrat, 0,25 g siran zineCnaty heptahydrat, 05 ¢
dihydrogenfosfore&nan draselny, 2 g kvasni¢ny autolyzat, 7 g kyselina citronova, 7 ml
26% amoniak, 20 g agar, doplnéno destilovanou vodou do 1l, upraveno na pH 6,5

hydroxidem sodnym a autoklavovano

TSN3 submerzni médium [11]:

50 g sachardza rafinovana, 50 g sorbitol, 6 g kukufiény extrakt, 30 g chlorid
sodny, 1 g dihydrofosfore€nan draselny, 0,25 g siran zineCnaty heptahydrat, 1 g siran
hofeCnaty heptahydrat, 7 g kyselina citronova, 7 ml 26 % amoniak, doplnéno

destilovanou vodou do 1l, upraveno na pH 6,6 hydroxidem sodnym a autoklavovano
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Extrakéni pufr:
100 mM Tris, 10 mM EDTA, 2% SDS, 1% B-merkaptoethanol, pH 8,0

1% aqarosovy gel:

10 g agarosy bylo rozpusténo v 1 | TAE pufru

LB agar:
30,5 g Luria Broth agaru, 9,5 g chloridu sodného rozpusténo v 1 | destilované

vody, autoklavovano

LB médium:
25 g Luria Broth high salt bylo rozpusténo v 1 | destilované vody,

autoklavovano

SOC médium:
20 g tryptonu, 5 g kvasnicného extraktu, 0,5 g chloridu sodného bylo

rozpusténo v 950 ml destilované vody a bylo pfidano 10 ml 250 mM roztoku chloridu
draselného. pH bylo upraveno titraci 5 M hydroxidem sodnym na 7,0 a objem byl
doplnén vodou na 1 I. Roztok byl sterilizovan autoklavovanim a poté bylo pfidano
jesté 5 ml 2 M roztoku chloridu hofe€¢natého a 20 ml sterilniho 1 M roztoku glukosy

(sterilizace byla provedena prefiltrovanim pres 0,2 um filtr, Sambrook et al., 2001)

TAE pufr:
40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 (Sambrook et al., 2001)

4.5 Pouzité kity

QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, USA
Qiagen PCR cloning kit, Qiagen, USA
QIAprep Mini Kit, Qiagen, USA
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4.6 Postup

4.6.1 Priprava agarovych kultur:

Sterilizované ztuzené sporulacni médium TSN1 bylo plnéno do Endovych
zkumavek po 20 ml a uloZeno tak, aby vytvofilo Sikmou plochu. Médium bylo
zaocCkovano 0,2 ml submerzni suspenze konidii a kultivace probihala pfi teploté 23°C
po dobu 18 — 20 dni.

4.6.2 Priprava submerzni suspenze konidii:

Submerzni suspenze konidii byla pfipravena inokulaci v laminarnim boxu
suspenzi inokulacnich Castic, setfenych z povrchu Sikmého agaru zasobni kultury
(ztuzené sporulacni médium TSN1) do sterilniho tekutého média TSN3. Kultivace

probihala na tfepacce s 200 ot./min pfi teploté 23 °C po dobu 9 — 12 dni.

4.6.3 Izolace genomické DNA:

Pro izolaci DNA byl pouZzit 1 ml submerzni suspenze konidii, suspenze byla
v mikrozkumavce zcentrifugovana (4 min, 14 000 RPM, 4 °C). Supernatant byl odlit a
pelet resuspendovan 500 ul sterilni vody a znovu centrifugovan (4 min, 14 000 RPM,
4 °C). Supernatant byl odlit a k peletu bylo pfidano 700 pl extrakéniho pufru, do
kterého bylo pfidano 5 pl proteinasy K.

Do 1/3 objemu mikrozkumavky byly pfidany sklenéné kulicky (glass-beads
acid washed) a mikrozkumavka byla stfidavé 5krat 1 min vortexovana a 1 min
inkubovana na ledu.

Mikrozkumavka byla inkubovana 60 min pfi 60 °C, po inkubaci byly sklenéné
kulicky odstranény a do mikrozkumavky pfidano 200 ul 5 M chloridu sodného a 90 pl
10 % CTAB a roztok byl inkubovan 10 min pfi 65 °C.

K roztoku byl pfidan 1 objem roztoku chloroform:isoamylalkohol (24:1), objem
mikrozkumavky promichan pfevracenim a inkubovan 15 min na ledu a nasledovala
centrifugace (14 000 RPM, 4 °C, 10 min).

Vrchni faze z mikrozkumavky byla pfevedena do nové mikrozkumavky
spole¢né s V2 objemu 5 M octanu amonného. Nasledovala inkubace na ledu po dobu
30 min a centrifugace (14 000 RPM, 4 °C, 10 min).

Supernatant byl pfeveden do nové mikrozkumavky k 0,55 objemu

29



isopropanolu a centrifugovan (14 000 RPM, 4 °C, 10 min). Supernatant byl odlit a
pelet 2krat resuspendovan s 200 pl 70 % etanolem, ktery byl uchovan pfi teploté -20
°C a centrifugovan (14 000 RPM, 4 °C, 10 min). Supernatant byl odlit a pelet

resuspendovan v 50 ul EB pufru.

4.6.4 Restrikce EcoRl

Vyizolovana genomicka DNA byla stépena restrikCnim enzymem EcoRI pres

noc pfi 37 °C.
SloZeni restrikEni smési

Chemikalie Objem [ul]
Restrik¢ni endonukleasa EcoRl
EcoRI pufr
Genomicka DNA 4
Sterilni voda 13
Celkovy objem 20

4.6.5 PCR amplifikace

K amplifikaci DNA Usekll gent dmaW a easC byla pouzita Phusion®

polymerasa s ,proof reading“ aktivitou (minimalizace chyb pfi syntéze nového DNA

vlakna). Primery byly navrzeny na zakladé sekvenci ziskanych z GenBank.

Gen dmaW Gen easC

Fw primer 5" -ATGTCGACCGCAAAGGACCCAG-3 5" -ATGGCTTCTGAGGTCTCTG-3"

Rev primer | 5" -CTACTTYGTKGAGAGKTCACAGCG-3" | 5" -TTACTCCACTATCTCTTCGG-3"

Slozeni PCR smési:

Chemikalie Objem [ul]
H,O 33,5
5x HF pufr 10
DNA templat 3
dNTP 10mM 1
Fw primer 10uM 1
Rev primer 10 uM 1
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Phusion

0,5
polymerasa
Celkovy objem 50

PCR reakce byla provedena v gradientovém termocycleru s nasledujicim

programem:
Cislo L
Nazev kroku Teplota [°C] Cas [s]
kroku
1 PocateCni denaturace 98 30
2 Denaturace 98 10
63 (dma
3 Annealing ( W 30
53 (easC)

Elongace 72 45
Konecna elongace 72 600

Kroky 2-4 byly opakovany v 36 cyklech.
Po provedeni PCR s Phusion® polymerasou byl do reak¢ni smési pfidan 1 pl
standardni Taq polymerazy pro vytvoreni tzv. lepivych koncd na amplikonech. PCR

s Taq polymerazou probihala 10 min pfi 72 °C.

4.6.6 Elektroforéza v agarosovém gelu

Pro separaci byl pouzZit 1% agarosovy gel vTAE pufru. Do 150 ml
agarosoveého gelu bylo pfidano 40 ul 10% ethidium bromidu (v/v), gel byl nalit do
prislusné formy a viozen hiebinek pro vytvofeni jamek. Po ztuhnuti byl gel pfenesen
do elektroforetické vany, do které byl pfilit TAE pufr po rysku. Ke vzorkim bylo
pfidano 5 pl 6x vzorkovaciho pufru, z gelu byl odstranén hiebinek a do jamek
nepipetovany vzorky se vzorkovacim pufrem. Do prvni jamky byl napipetovan marker
1 kb DNA ladder pro pfiblizné urCeni velikosti amplifikovanych usekl. Separace
probihala pfi 120 V. Separace byla zastavena, kdyz svétle modré pruhy (barvivo v 6x

vzorkovacim pufru) dosahly poloviny délky gelu.
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4.6.7 Purifikace a izolace DNA z agarosového gelu

Agarosovy gel byl po skonCeni elektroforetické separace prfenesen na UV
transiluminator pro ovéreni velikosti amplifikovanych PCR segmentu a srovnani
velikosti s markerem 1 kb DNA ladder.

K izolaci DNA amplionl byl pouzit QIAquick Gel extraction spin kit.

Segmenty odpovidajici velikosti pozadovanym genim (dmaW 1,5 kb, easC
1,5 kb) byly z gelu vyfezany sterilnim skalpelem a pfeneseny do mikrozkumavek. Do
mikrozkumavky byly pfidany 3 objemy QG pufru na vahu vyfezaného gelu, 100 mg
gelu odpovida 100 pl QG pufru. Smés byla inkubovana pfi 50 °C 10 min k rozpusténi
gelu. Po uplném rozpusténi gelu byl pfidan 1 objem isopropanolu na vahu gelu (100
mg gelu odpovida 100 ul isopropanolu) a smés byla promichana prevracenim. Cely
obsah mikrozkumavky byl pfeveden do QIAquick spin kolonky a ta byla
centrifugovana 1 min pfi 14 000 RPM a teploté 4 °C. Otacky a teplota pro centrifugaci
jsou shodné pro cely postup izolace, proto bude dale uvadéna jen doba centrifugace.
Roztok, ktery protekl skrze kolonu, byl odstranén a do kolony naneseno 500 ul QG
pufru pro odstranéni moznych zbytkl agarosy, centrifugace 1 min. Roztok, ktery
protekl, byl odstranén a na kolonu bylo naneseno 750 pl PE pufru, centrifugace 1
min. Odpad po skonc&eni centrifugace byl odstranén kolonka centrifugovana 1 min
pro odstranéni zbylého PE pufru. Kolona byla pfenesena do Cisté mikrozkumavky, do

kolony naneseno 20 ul EB pufru, centrifugace 1 min.

4.6.8 Klonovani amplifikovanych DNA usekt do E. coli TOP10

2 ul v EB pufru izolovanych DNA segmentl bylo odebrano pro ligaci do pDrive

plasmidu (obr. 12) - Qiagen PCR cloning kit.

SlozZeni ligaCni smési:

Chemikalie Objem [ul]
Roztok DNA v EB pufru 2
Ligacni smés 2x 2,5
pDrive cloning vektor (50 pg/pl) 0,5
Celkovy objem 5
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Obr. 12. pDrive cloning vektor (Qiagen PCR cloning kit handbook, 2001)

LigaCni smés byla inkubovana pfi 16 °C pfes noc. Druhy den byl provedena
inaktivace ligasy pfi teploté 70 °C po dobu 10 min.

Elektrokompetentni E. coli TOP10 bunky byly pouzity pro elektroporaci a
vloZeni plasmidu s insertem. Elektrokompetentni E. coli je uchovavana pfi — 70 °C,
pred vlastni elektroporaci je uloZzena na ledu. Pro elektroporaci bylo smichano
v laminarnim boxu 50 ul E. coli a 1 yl ligaCni smési v kyveté elektroporatoru a udélen
elektricky impuls o napéti 1800 V a dobé trvani 4 ms. Okamzité po impulsu bylo do
kyvety pfidano 200 pul SOC média a smés byla z kyvety pfenesena v laminarnim
boxu do sterilni mikrozkumavky, které se nechaly inkubovat 1 h na tfepaCce pfi
teploté 37 °C.

Pro kultivaci byly pouzity LB agarové plotny obsahujici antibiotikum ampicilin
v koncentraci 50 pg/ml. Na povrchu agaru bylo rozetfeno hokejkou 40 ul roztoku
XGal (0.1 M roztok v N,N’-dimetylformamidu) a 40 pl IPTG (0.1 M vodny roztok) a
naneseno 50 pl transformovanych bakterii. Petriho misky byly zalepeny pomoci
Parafilmu a inkubovany pfi 37 °C pfes noc.

Druhy den byly bilé kolonie (modro/bila selekce) pfeneseny pomoci sterilniho
paratka do 2 ml tekutého LB média obsahujici antibiotikum ampicilin (60 ug/ul) a
inkubovany pfes noc pfi 37 °C. Namnozené bakterie byly pouzity pro izolaci

plasmidu.
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4.6.9 Screening pomoci a-komplementace (modro-bila selekce)

Soucasti plasmidu pDrive jsou geny rezistence na antibiotika (ampicilin a
kanamycin) pro selekci a plasmid zaroven obsahuje lacZ gen, jehoz soucasti je MCS
(,multiple cloning site“). V tomto misté dochazi k ligaci usekl DNA, ktera zpusobi
preruseni lacZ genu a bakterie neni schopna produkce funkéni 3-galaktosidasy. Jako
substrat pro tento enzym je pouzit bezbarvy cukr Xgal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
beta-D-galaktopyranosid). Ten je funk&énim enzymem  [(-galaktosidasou
metabolizovan na galaktosu a 5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindol, ktery je oxidovan na
modrou latku 5,5-dibromo-4,4°-dichloroindigo. Ten oznacuje kolonie bakterii, ve
kterych neni plasmid svlozenym DNA insertem. IPTG (isopropyl B-D-1-

thiogalaktopyranosid) ma funkci induktoru /lacZ operonu.

4.6.10 lzolace plasmidu s vlozenym inzertem

K'izolaci plasmidu byl pouzit QlAprep Miniprep kit vyuzivajici metodu alkalické
denaturace.

Z bakterialni kultury bylo odebrano 1,5 ml do mikrozkumavky, nasledovala
centrifugace (6 000 RPM, 4 °C, 5 min). Supernatant byl odlit a pelet nesuspendovan
v 250 ul P1 pufru. Bylo pfidano 250 pl P2 pufru, smés byla promichana prevracenim.
Do mikrozkumavky bylo pfidano 350 pl N3 pufru a okamzité byla promichana
prevracenim 4-6krat. Smés byla centrifugovana 10 min (14 000 RPM, 4 °C).
Supernatant byl pipetovan do QIlAprep spin kolony, probéhla centrifugace 1 min
(14 000 RPM, 4 °C). Tekutina, ktera protekla byla odstranéna do odpadu. Do kolony
bylo naneseno 500 pl PB pufru, centrifugace 1 min (14 000 RPM, 4 °C). Z jimaci
zkumavky byla odstranéna tekutina a do kolony pfidano 750 ul PE pufru,
centrifugace 1 min (14 000 RPM, 4 °C). Tekutina, ktera protekla, byla odstranéna a
kolona centrifugovana dalsi 1 min (14 000 RPM, 4 °C) pro odstranéni zbytkového
promyvaciho pufru. K vymyti DNA byla kolona pfenesena do Cisté mikrozkumavky a
do stfedu membrany bylo aplikovano 30 ul EB pufru. Kolona se nechala 1 min stat a
pak nasledovala centrifugace 1 min (14 000 RPM, 4 °C).

Uspé&snost ligace do plasmidu byla ovéfena restrikéni analyzou podle postupu
4.6.4, ligacni smés byla analyzovana elektroforézou v agarosovém gelu a odectena

velikost inzertu.
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5 Vysledky

Byla izolovana genomova DNA z wild-type kmene Claviceps purpurea (4.6.3),
genomova DNA byla Stépena restrikéni endonukleasou EcoRI (4.6.4). Metodou PCR
(4.6.5) byly zfragmentované genomove DNA amplifikovany geny dmaW a easC,

které byly separovany elektroforézou (4.6.6) v agarosovém gelu (obr. 13).

3 kb —>

Tkb —>

L N 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Obr. 13. Elektroforetogram vzorktu z PCR. L — 1 kb DNA ladder, N — negativni
kontrola, jamka 1, 3, 5, 7, 9 - gen dmaW, jamka 2, 4, 6, 8 - gen easC

DNA amplikony byly vyfezany z agarosového gelu a izolovany do EB pufru
(4.6.7), poté ligovany do pDrive plasmidu (4.6.8). Plasmidy s vlozenym inzertem byly
elektroporovany do elektrokompetentnich bakterii TOP10 E.coli. Selekce bakterii
byla provedena na LB médiu s ampicilinem metodou alfa-komplementace (4.6.9).
Bilé kolonie bakterii byly pfeneseny do tekutého LB média. Namnozené bakterie byly
pouzity ke zpétné izolaci plasmidu a restrikéni analyze (4.6.10) pro potvrzeni
pritomnosti inzertu (obr. 14). lzolované plasmidy byly odeslany na sekvenaci
(ELISABETH PHARMACON, spol. s r.0.) s univerzalnimi primery komplementarnimi
k promotorové sekvenci T7 a SP6 v pDrive vektoru. Ziskané sekvence byly upraveny
v programu BioEdit a porovnany s odpovidajicimi geny kmene P1 a druhd

pfibuznych C. purpurea.
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3 kb —

1 kb —»

L 1 2 3 4 5 6 7
Obr. 14. Elektroforetogram pDrive plasmidu s vloZzenymi inzerty po restrikci EcoRI
restrikEni endonukleasou. L — 1 kb DNA ladder, jamka 1, 3 — pDrive s easC inzertem,

jamka 4, 5, 6 — pDrive s dmaW inzertem, jamka 2 — neuspésna ligace

5.1 VWhodnoceni sekvenci genu dmaW WT C. purpurea

Bylo zpracovano 10 sekvenci genu dmaW WT C. purpurea (dmaW A1, A2, A4,
A6 — A12), které byly porovnany se dvémi sekvencemi genu dmaW WT C. purpurea
(dmaW H1, H2) zpracovanymi v diplomové praci Mgr. Heleny Hulvové (Hulvova H.,
2009) a genem dmaW referen¢niho kmenu P1 (NCBI accesion number: AY259840).
Srovnani téchto sekvenci je zobrazeno na obr. 15.

VSechny tyto sekvence byly porovnany pro zjisténi podobnosti jednotlivych
sekvenci, vysledky se nalézaji v tabulce 2. Sekvence s podobnosti vétSi nez 99%
byly zafazeny do skupin zastupujicich jedine¢né kopie genu dmaW WT C. purpurea.
V tabulce 3 je rozlozeni jednotlivych sekvenci do skupin. Skupina byla v pozdéjSim
vyhodnocovani brana jako jedineCna sekvence reprezentujici celou skupinu.
V pripadé variability ve sloZeni nukleotidl mezi zastupci ve skupiné, byl jako spravny
vybran ten, ktery byl zastoupen ve vice sekvencich. Ziskané klony z genomické DNA
byly porovnany s cDNA sekvenci pro gen dmaW v NCBI databaze a in silico
vystfizeny dvé intronové sekvence nachazejici se v 3’koncové oblasti genu. Takto
upravené geny pro dmaW S1-S4 byly prelozeny do sekvence aminokyselin a
vyhledany homologni sekvence DMAT syntasy (gen dmaW kéduje DMAT syntasu)
pomoci webového rozhrani nastroje BLAST. Grafické znazornéni podobnosti
ortolognich proteinG je na obr. 16. Kromé& dmaW genu z kmene P1 C.purpurea byly
v NCBI databazi nalezeny ortologni geny z dalSich zastupcl Celedi Clavicipitaceae —
C. fusiformis, Balansia obtecta, C. purpurea kmene T5 a blize necharakterizovani

zastupci Celedi Clavicipitaceae. Pristupové kody z NCBI se nalézaji v tabulce 4.
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snoollasaclloooollasaallocoallossalloasallsasallaasallonnsllasaelonn allosasllones (o ool loaas:
dmaW A4 [LTGTCGACCGCLALGGACCCAGGAAACGGTGTGTACGARATTTTGAGTC TGA T TTGATTTCCCCAGC AATGRAC AGCQ

1]
dma¥ H2 L TGTCGACCGC LA LGGACCCAGEAAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTC TGATITT TGATTTCCCCAGCALTGAAC AGCH
dma¥W H1 L TGTCGACCGC A ALGGACCCAGEAAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTC TGATITTTGATTT! CAGCAATGALCLGCH
1]
1]

dma¥ Al L TGTCGACCGC A ALGGACCCAGEAAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTC TGATITTTGATTT! CAGCAATGALCLGCH
dma¥ A2 L TGTCGACCGC A ALGGACCCAGEAAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTC TGATITTTGATTT! CAGCAATGALCLGCH
dma¥ A6 L TGTCGACC G AL AGGACCCAGGLAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTCTGATTTTGATTTCCCCAGCAATGAAC AGC
dma¥ A7 L TGTCGACCGC LA LGGACCT L AACGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATC TTTGATTTCCCCAGCAATGALC LGCY
dma¥ AS L TGTCGACCGC LALGGACCT L AACGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATC TTTGATTTCCCCAGCAATGALC LGC
dma¥ A10 ETGTCGECCanARGGACCCA AACGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATC TTTGATTTCCCCAGCAATGALC LGC
dma¥ A1l PRTGTCGACCGCALAGGACCCL AACGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATC TTTGATTTCCCCAGCAATGALC LGC
dma¥ Al12? PRTGTCGACCGCALAGGACCCL A ACGGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATCTTTGATTTCCCCAGCAATGALCAGCH
dma¥ A9 ATGTCGACCGq@ARGGRCCC& A ACGGETGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATCTTTGATTTCCCCAGCAATGALCAGCH
dma¥ F1 L TGTCGACCGC AAAGGACCCAGGAAACGGTGTGTACGALATTTTGAGTC TGATC TTTGATTTCCCCAGCAATGAACAGCY

a0 100 110 1z0 1z0 140 150 1e0
anonllooaallnooallooaallacoollosaollaoaallosaolasaallonsallaooslloanollas sl losaollanna s
dma¥ A4 [LCTATGGTGGCACLGTACCGCGCCTATGTTTGC GG GATGCTTG GCCGGCTACLLTccacGacc LT e Gad
dma¥ H2?  |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGECGATGOTTG GCCGGCTACAAH;;CCACGACCAAT felels
dma¥ H1  |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGECGATGCTTGAC AATGCCGGCTACLATATCCACGACCALTACCGG]
dma¥ A1  |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGECGATGCTTGAC AATGCCGGCTACLATATCCACGACCALTACCGG
dmaW A2 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGLGATGCTTGACAATGCCGGCTACALTATCCACGACCALTACCGG
ama¥ A6  LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGYRrGCCG6CTACAATATCCACGACCLATACCGG
dma¥ A7 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCALTACCGG
dma¥ A8  |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGLGATGCTTGACAATGCCGGCTACALTATCCACGACCALTACCGG
dma¥ A10 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGLGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCALTACCGG
dma¥ A11 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCALTACCGG
dma¥ A12 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACALTATCCACGACCALTACCGG
dma¥ A9 |LCTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCALTACCGG
dma¥ P1  |[LCTATGGTGGCACAGTACCSCGCCTATGTTTGE GECGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCLLT 66
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dama¥ A4 [LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATIJTCCCTTTTC TTGGTGTCTATCCAACAL ACAAGG GATGGCTCAGCATC
dma¥ H2 ATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATH;?CCCTTTTCTTGGTGTCTATCCAACAA ACARGGHJAGATGGCTCAGCAT]
dma¥ H1 |ATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTCTTGGTGTCTATCCAACALLAGACLAGGRLAGATGGRcAGCAT]
dma¥ A1  |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTE TTGGTGTCTATCCALCALLAGAC LAGGALAGATCGAA LGCALT
dma¥W A2  |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTE TTGGTGTCTATCCAACALLAGAC LAGGALAGATCGA LGCALT
dma¥ A6  |LTCTGGGCATTTTCAAGALGCACATTATCCCTTTTE TTGGTGTCTATCCALCALLAGAC LAGGALAGATCEOHC LGCAT]
dma¥ A7 |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCTTTTC TTEGTGTCTATCC Ak ALGAc LAGGALAGATGGCTCAGCAT]
dma¥ A8 |LTCTGGGCATTTTCAAGALGCACATTATCCTTTTE TTGGTGTCTATCC AACAYALGAC LAGGALAGATGGCTC AGCATA
dma¥ A10 |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCTTTTC TTGGTGTCTATCCALCANALGAC LAGGALAGATGGCTCAGCAT(
dmaW A11 |ATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCTTTTC TTGGTGTCTATCCALCANALGAC LAGGRLAGATGGCTCAGCAT(
dma¥ A12 |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCTTTTC TTGGTGTCTATCCALCANALGAC LAGGALAGATGGCTCAGCAT(
dma¥ A9  |LTCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCTTTTC TTGGTGTCTATCCALCANALGAC LAGGRAAGATGGCTCAGCAT(
dma¥ P1  |ATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTC TTGGTGTCTATCCALCALLAGAC LAGGELAGATGGCTCAGCAT(

50 Ze0 Z70 z80 220 s00 310 SE0
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dma¥ R4 [CTCACCAGATGTGGTCTTCCTTTGGAJTGAGC TTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAY
dma¥ H2 CTCACCEGLTGTGGICTTCCTTTGGAjagGAGCTTGEATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACETACGEGCCCLTCEE
dma¥ H1  |CTCACCAGATGTGdde TTCCTTTGGAATTGAGC TTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATC A
dma¥ Al  [CTCACCAGATGTGRR TTCCTTTGGAATTGAGC TTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAM
dma¥ A2 [CTCACCAGATGTGRR TTCCTTTGGARTTGAGC TTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCA
dma¥ A6  [CTCACCAGATGTGHICTTCCTTTGGARTTGAGC TTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGTCCATC A
ama¥ 87  LTcad@ecaTeTeseTeTTeo TTReaaTeGC TTG 22 TTETACCGACTde TTG T TCGATATACATACGAGCCC ATC A Y
dma¥ A8 [CTCAQARGATGTEETCTTCCTTIRAATTYAGC TTG A AT TG TACCGAC TS TTGTTCGATATACATACGAGCCCATC A
dma¥ A10 [CTCAQRRGATGTEETCTTCCTTI R AT LG TTG A AT TG TACCGAC TS TTGTTCGATATACATACGAGCCCATC A
dma¥ A11 [CTCAQRRGATGTEETCTTCCTTIeAATTYAGC TTE AATTGTACCGAC TS TTGTTCGATATACATACGAGCCCATC LY
dma¥ A12 [CTCAQRRGATGTEETCTTCCTTIeAATTYAGC TG AATTGTACCGAC TS TTGTTCGATATACATACGAGCCCATC LY
dma¥ A9  [CTCAQRRGATGTEETCTTCCTTIRAATTYAGC TTE AATTGTACCGAC TS TTGTTCGATATACATACGAGCCCATC LY
dmaWl P1  KTCACCAGATGTGde TTCCTTTGGAATTGAGC TTGAATTETACCGACTCTG e TTCGATATACATACGAGCCCATC LY
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dma¥ A4 GACGGGGACGGAC AARGATCCATTCAATACATTGE TGGGLAGTGTCCARLAACTTGOYCAGATTCLA]
dma¥ H2 GACGGGGACGGAC AAAGATCCATTCAATACATTGE TGGGALGTGTCCAAAAACTTGEEEAGLTTCEEG
dma¥ H1 GrCGGGGACGEYRraacAaTCHRTTCAATACATTGEC AATTATGAL G TR C AL LA AC TTGCGCAGATTC AAG
dma¥ A1 GACGGGGACGGMALAAGATCOTTCAATACATTGGC AATTATGAAAGTRYCCALLLACTTGCGCAGATTC ARG
dma¥ A2 GACGGGGACGGMALAAGATCOTTCAATACATTGGC AATTATGAAAGTRYCCALLLACTTGCGCAGATTC ARG
dma¥ A6 GACGGGGACGGHYLLAGATCOYTTCAATACATTGGC AATTATGAJLAGTYYCC AL LAAC TTGCGCAGATTC LAY
dma¥ A7 AAGTGACGGGGACGGACALAGATCCATTAATAC ATTGGCAATTATGGGAAGTITCC AL A Ro TTGCGCAGATTCAAG
dma¥ A8 AAGTGACGGGGACGGACALAGATCCATTIAATAC ATTGGCAATTATGGGAAGTIITCC AL A NRC TTGCGCAGATTCAAG
dma¥ A10 AAGTGACGGGGACGGACALAGATCCATTIAATAC ATTGGC AATTATGGGAAGTIITCC AL AYRC TTGCGCAGATTCAAG
dma¥ A1l ARGTGACGGGG oo AC ARAGATCCAT L ATAC ATTGGC AATTATGGGRAGTTCC AR MR TTGCGCAGLTTC LAY
dma¥ A12 AAGTGACGGGGACGGACALAGATCCATTILATAC ATTGGCAATTATGGGAAGTITCC AL Ao TTGCGCAGATTC LAG
dma¥ A9 AAGTGACGGEGACGGAC ALAGATCCATTLATAC ATTGGCAATTATGGGAAGTIITCC LA L o TTGCGCAGATTC LAG

dma¥ P1 c186TGaC6660ACoe RracaRrTcraTac aTTeEc 4aTTATdeuacTaTe AL LA AC TR AGATTC 03

Obr. 15. Srovnani DNA sekvenci genu dmaW kmenu P1 a WT C. purpurea (Cast 1)
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dma¥ A4 CGGGTETCGACTTGGEGTGGTTTAG cTTCLYdGATG GACGCT codroceiaTceacCafecTTC AiaaT
dma¥ H2?  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAG CTTCLﬂagnTG croceTduce CGGAATCGGCCﬂHiCTTCLEEGT
dma¥ H1  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTCALAGT
dma¥ A1  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCALLGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTC ALAGT
dma¥ A2  [CGGGTATCGACTTGGAGTGETTTAGTRRCTTC AFrATGAGC TGACGCTGEACGLATCGGAATCGGCCACACTTC LALGT
dma¥ A6  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCALLGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTC AALGT
dma¥ A7  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTC AALGT
dma¥ A8  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTCALLGT
dma¥ A10 |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTCALAGT
dma¥ A1l |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGLATCGGALTCGGCCACACTTC ALLGT
dma¥ A12 |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIAGTTACTTCALLGATGAGCTGACGCTGGACGAATCGGALTCGGCCACACTTCALAGT
dma¥ A9 |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTIIAGTTACTTCALAGATGAGCTGACGCTGGACGAATCGGALTCGGCCACACTTCALAGT
dma¥ P1  |CGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCALLGATGAGCTCACGCTEGACGLATCOGALTCGGCCACACTTC ALAGT
430 Eoo Eln EzO B30 540 EEO Een
anonllooaallaonalloaanllacaallonoollonaallaaoollaasallans Allosaallannallasoollonaallo sl oo
dmaW A4 [LATGTRRATGAGCTGGTCAAGGAGCAGATELLGACGCAGELCEAGTIECCTTGGATCTC LLAGERAGCCAGTTCGCGLT
dma¥ H2 AATGTAAATGAGCTGGTCAAGGAGCAGATAAAGACGcAGAACAAGqugcCTTGGATCTCAAAGAAAGCCAGTTcGcGCT
dma¥ H1 LG TGETCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGECCTTGEATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A1 LG TGETCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGECCTTGEATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A2 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A6 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A7 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A8 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A10 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TCALAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A11 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TC AAAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A12 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATC TC AAAGAAAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ A9 L GC TGO TCAAGGAGCAGATALLGACGCAGAACARGTTGGCCTTGGATCTCALAGARAGCCAGTTCGCGLT]
dma¥ P1 L GCTGGTCALGGAGCAGATALLGECGCAGEAC LAGTd5CCTTGGATCTCALAGALAGCCAGTTCGCGCT]
E70 £20 E20 &00 &l0 BEZ0 &30 &40
S [P [P WA IS N I U B TR Y TN BN I TN
dma¥ A4 [CAAAGTTTACTTCTATCCGCATCTTALLT CGACCGGCAAATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ H2  |CAAAGTTTACTTCTATCCGCATCTTALLT CGACCGGCAAATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ H1 |CARAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARLT CGACCGGCAAATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ A1  CALAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARLT CGACCGGCALATCCACACACGATC TCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ A2 |[CALAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARLT CGACCGGCALATCCACACACGATC TCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ A6  [CALAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARLT CGACCGGCAAATCCACACACGATC TCATCTTCGACTCCGTGT
dma¥ A7 |CALAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATC TCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dma¥ A8  [CALAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATC TCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dma¥ A10 |CARAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dmaW A11 |CARAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dma¥ A12 |CARAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dma¥ A9 |CARAGTTTACTTCTATCCGCATCTTARATCGATCGCGACCGGCALATCCACACACGATCTCATCTTCGACTCCGTGTTGA
dmaW P1  |CRALGTTTACTTCTATCCGCATCTTARRTCGATCGCGACCGGCALLTCCACACACGATCATCTTCGACTCCGTGTTGY
650 6E0 &70 680 ran] TE0D
B I T [P B Il I NI 1. (-
dama¥ A4 [ fTGTCGCAGLAGCATGAGTCCAGC ATACAGCCCGCGTTCCAGGTATTAGCGACT CoecciiiterTcd
dma¥ H2 ;angTCGCAGAAGCETGAGTCCEGCETECAGCCCGCGTTCCAGGTRTT CGLCTﬂag__ﬂﬂ§CGGCGEAA TTCC
dma¥ H1  |LGCTGTCGCAGAAGCATGH  JAGCATACAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTGCGAC TATGTTTCGCGGCGALLTCATTC
dma¥ Al  |AGCTGTCGCAGAAGCATGH — |CAGCATACAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTGCGAC TATGTTTCGCGGCGALLTCATTC
dma¥ A2  |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCOCGTTCCAGGTATTGTGCGAC TATGTTTCGCGGCGALLTCATTC
dma¥ A6  |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCOCGTTCCAGETATTGTGCGAC TATGTTTCGCGGCGALLTCATTC
dama¥ A7 |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCGCGTTCCAQYTATTGTGCGACTATGTTTCGCGGCGALLTRrTeg
dma¥ A8 |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — AGCATACAGCCCGCGTTCCAQYTATTGTGCGAC TATETTTCGCGGCGALLTARTTC]
dma¥ A10 |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — AGCATACAGCCCGCGTTCCAQYTATTGTGCGAC TATETTTCGCGGCGALLTRTTC]
dma¥ A11 |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCGCGTTCCAQYTATTGTGCGAC TATETTTCGCGECEALLTARTTC]
dma¥ A12 |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCGCGTTCCAQYTATTGTGCGAC TATETTTCGCGECGALLTRTTC]
dma¥ A9  |LGCTGTCGCAGLAGCATGH — |CAGCATACAGCCCGCGTTCCAQUTATTGTGCGAC TATETTTCGCGECGALLTRTTC]
dma¥ P1  |LGCTGTCGCAGLAGCATGY — [CAGCATACAGCCCGCGTTCCAGETATTGTGCGAC TATGTTTCGCGGCGALLTC ATTC
730 740 7E0 7e0 rarii) T80 730 g0
B I T TS N IS TN IS R I [PPUNN ESON [P BT TP I
dma¥ A4 AGLAGTAGACCAACACAGAGCCCTACATGCGCGACTC TTGTCATGLGAT TTGATCGATCLCGCCALMGTCTCGL GTC LY
dma¥ H2 ;EAGAEGTAGLCCEACACAGAGCCCTECETGCGCGECTCTTGTCATGCGETTTGATCGATCCCGCCAAGTCTCGCGTCEn
dma¥ H1  [GCaGRRGTAGACCAACAdRAEAGCCCTACATGCGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCAMGTC TCGCGTC A
dma¥ Al  |SCAGRAGTAGACCAACAQAGAGCCCTACATGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCARGTCTCGCGTC A
dma¥ A? |GCAGRAGTAGACCAACAQAGAGCCCTACATGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCARGTCTCGCGTC A
dma¥ A6  [SCAGRAGTAGACCAACAQRAGAGCCCTACATGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCARGTCTCGCGTC A
dma¥ A7  [GCAGL caccracacdacccodoATGoGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCAAGTCTCGOGTE AY
dma¥ A8  [SCAGL GACCAACAC YA GC T ATGCGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATC GATCCCGOCAAGTCTCGOGTE AY
dma¥ A10 [GCAGL GACCAACACHY L GCCOTC ATGCGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATC GATCCCGCCAAGTCTCGCGTE LY
dma¥ All [GCAGL GACCAACACHY L GCCOTC ATGCGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATC GATCCCGCCAAGTCTCGCGTE LY
dma¥ A12 [GCAGL Ghrccrrcac i Go oo ATGCGCGACTC TTGTCATGCGATTTGATC GATCCCGCC AAGTCTCGCGTE LY
dma¥ A9  [SCAGL Grccarcac oo coTC ATGC GG ACTC TTGTCATGCGATTTGATC GATCCCGOC AAGTCTCGCGTE LY
dma¥ P1  [GCAGARAGTAGACCAAC ARG AGCCCTACATGOGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCALGTCTCGCGTC L
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g10 8Z0 820 240 850 ge0 g70 880
sooollasaallassollasaallacaallonaallossallesoollassallosoollasaallonnollasaslloneallo ool loans

amaW A4 [GrTaTiceTedieciddriceeTeTC AT TR CFe A TGGLAGATC TGTGGACGE TGGGLGGCCGACGAGTC GACGC AT
dma¥ H2?  |GATATACCTCAUGAdQLGACGETCTCATTAR CRFEATGGLAGATC TETGGACGE TGEGCGGCCGACGAGTCGLCGCAT,
dma¥ H1  |GATATACCTGCTGGAGRAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGE TGEGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A1  |GATATACCTGCTGGAGRAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGE TGEGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A2 |GATATACCTGCTGGAGRAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGE TGEGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
ama¥ a6 [saTaTaccredierdducrceeTeTeaTTde e ATo6 AGATCTETGRACGC TGGGECEGCCGACGAGTCGACGCLT
dma¥ A7  |GATATACCTGCTGGAGRAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGLAGATCTGTGGACGE TGGGCGGCCGACGAGTCGLCGCAT
dma¥ A8 |GATATACCTGCTGGAGAAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGE TGGGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A10 |GATATACCTGCTGGAGRAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGALGATCTGTGGACGE TGGGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A1l |GATATACCTGCTGGAGAAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGE TGGGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A12 [GATATACCTGCTGGAGALGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGALGATCTETGGACGE TGGGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dma¥ A9 [GATATACCTGCTGGAGAAGACGGTCTCATTGTCCGTGATGGALGATCTETGGACGE TRGGCGGCCGACGAGTCGACGCAT
dmaW P1  [eaTaTaccTdeTe6acaaGAceeTCTdRITGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGC TEEGCEECdYRCGAGTCGACGCAT]

g0 s00 aln 9z0 230 940 =] S&0
anonllooaallanoalloosallacoollosaoliaoaallosaolasaalloaaolaooslloanollanoalosaalannalloss
dma¥ A4 [CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGLGAGE TCTGGAGCCTGETGALLGTTCCCACTGGLC ACTTGGAGTLT, ]
dma¥ H2? |CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGE TCTEGAGCCTGCTGALLGTTCCC ACTEGECACTTGEAGTATC fuss
dma¥ H1  |CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGE TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCC ACTEGEC ACTTGEAGTATCCGALLY
dma¥ A1  [CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGE TCTEGAGCCTGCTGALLGTTCCC ACTEGCCACTTGEAGTATC iuss
dmaW A2 |CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCCACTGGECACTTGEAGTATC L s
dma¥ A6  |CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCCACTGGEC ACTTGGAGTATCCGALY
dma¥ A7  CCACCATGGHGCCTTGACATGCTTCGCGAGE TCTGGAGCCTGCTGALAGTTCCC ACTGGEC ACTTGGAGTATCCGLAY
dma¥ A8  |CCACCATGGHIGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCCACTGGEC ACTTGGAGTATCCGLLY
dma¥ A10 |CCACCATGGHIGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCCACTGGEC ACTTGGAGTATCCGLLY
dma¥ A1l |CCACCATGGHIGGCCTTGACATGC TTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALAGTTCCC ACTGGEC ACTTGGAGTATCCGLAY
dma¥ A12 |CCACCATGGHIGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCC ACTGGCC ACTTGGAGTATCCGLLY
dma¥ A9 |CCACCATGGHGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALAGTTCCCACTGGCCACTTGGAGTATC Jiuss
dma¥ P1  |CCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGC TCTGGAGCCTGCTGALLGTTCCCACTGGEC ACTTGGAGTATC ya s

270 280 230 1000 1010 10z0 1l0z0 1040
I I I I | ! [ | I T |

dma¥f Ad o A GEL GEGLGAAATTCC TARCGAGC AGCTTCCLATC €] AACTALCACACTGCAC ARCGLCCCCAT

dma¥¥ H2 o A GGkﬂﬂgGGGAGAAATTCCTAACGAGCAGCTTCCATC €] AACTACACACTGCACj;EAACGACCCCAT

dma¥ H1 GGTTATCTGGJ\.AATGGGAGA)ETTCCTJU&CGJ\.GCAGCTTCCATCCATGGCCAACTJ\.CACJ\CTGCRCCRCJ&ACGJ\.CCCCRT

dma¥ Al = A GGAEGGGJ\.G.&ARTTCCTJ&J&CGLGCAGCTTCCATC%G%AACTACACACTGCAC@AJ&CGACCCCAT
e

dma¥f A2 = A GEL GOGAGALATTCCTALMCGAGCAGCTTCCATC ALCTACACACTGCAC BACGLCCCCAT]
dma¥ A6 GGTTATCTGGAAATGGGAGA#QTTCCTAACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCAACTACACACTGCACCACAACGACCCCAT
dma¥ A7 GG TTATCTGGALATGGGAGALATTC ACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCALC TACLMCACTGCACCACAACGLCCCC AT
dma¥ A3 GG TTATCTGGALATGGGAGALATTC ACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCALC TACLMCACTGCACCACAACGLCCCC AT
dma¥ A10 SGTTATCTGGLALTGGGLGLALTTC ACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCARC TACACACTGCACCACARACGLCCCC LT
dma¥f A1l SGTTATCTGGLALTGGGLGLALTTC ACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCARC TACACACTGCACCACARACGLCCCC LT
dma¥ A12 |SGTTATCTGGLALTGGGLGLALTTC ACGAGCAGCTTCCATCCATGGCCARC TAC ACACTGCACCACAACGLCCCC LT
dma¥ A9 = A@GGLﬂGGGEGR&ETTCCTJIJLCGJLGCEGCTTCCATCCETGCﬂ:JULC TECECRCTGCECC@:J‘U‘LCGRCCCCET
dma¥ P1 = ATCTGL GGGEGAAETTCdaEECGLGCEGCTEkCATCCATGGCCALCTﬂﬂECACTGCECCACEECGACCCCET

1050 10&0 1070 1080 10920 1100 1110 11Ez0
S IS S T T NSl Y ISl R SOl [N IS [ B I I
dma¥ A4 [GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGARATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCGA]

dma¥ H2 3 CTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGC ATGAATGACGCCGAAATCAGC AATGCTTTGACCATCTTCTTCCGA
dma¥ H1 [GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGARAATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTC g
dma¥ Al [GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGARAATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTC g
dma¥ A2 [GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGARATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTC J
dma¥ A6 [GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGARAATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTC J
dma¥f A7 |G CTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGC ATGAATGL COARATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCGAC
dma¥ A3 |G CTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGC ATGAATGL COARATCAGCALTGCTTTGACCATCTTCTTCCGA
dma¥ Al0 SCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGLATGL COARATCAGCALTGCTTTGACCATCTTCTTCCGA
dma¥ A1l SCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGLATGL COARATCAGCALATGCTTTGACCATCTTCTTCCGA
dma¥ A12 GCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGLATGL COARATCAGCALATGCTTTGACCATCTTCTTCCGA
dma¥ A9 o CTGAGCCCC MGG TG TATTTCACGGTTTTCGGC ATGALATGACGCCGALATCAGC AATGCTTTGACCATCTTCTTE i
dma¥ P1 GCCTGEGCCCCAGGTGTRTTﬂﬂRCGGTTTTCGGCETGRETGACGCCGEEETCLGCEETGCTTTGRCCRTCTTCTTC .

1130 1140 1150 1le0 1170 11&80 1190 1z00
P I T T T I ISl R Sl [N IS [P B I I
dma¥ A4 [GTCACGGATTTGACGHJETGGCGAARRAGTACCGGGTC TTTCTTC Qs TTCATAGTGAGTGC TCURACC R TCLAT
dma¥f K2 [GTCACGGATTTGACGHYATGGCGARRAAGTACCGGGTCTTTCTTC HYGATTCATAGTGAGTGCTCAHRACCHIATCALT
dma¥f H1  [3TCACGGATTTGACGACATGGCGRALMAGTACCBTCTTTC TTCAGGATTCATAGTGAGTGC TCRLACCCRATCALT

dma¥ Al G TCACGGATTTGACGAC ATGGCGAALAMGTACCGGGTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTGCTCOS

dma¥ A2 GTCACGGETTTGLCGRCETGGCGEREEEGTACCj@gTCTTTCTTCAGGETTCLTLGTGAGTGCTCl!

AACCCGATCALT
AACCCGATCALT

dma¥ A6 CTCACGGATTTGACGACATGGCGLALALGTACT TCTTTCTTCAGGETTCLTLGTGAGTGCTCl.
dma¥ A7 [GTC GA GACGACATGGCGAAAMAGTACCGGGTCTTTCTTCAGGATT AGTGLGT! C.H
dma¥ AS [GTC GA GACGACATGGCGAAAMAGTACCGGGTCTTTCTTCAGGATT AGTGLGT! C.H
dma¥ Al0 [5TC GA GACGACATGGCGAARLAGTACCGGGTCTTTCTTCAGGATT AGTGLGT! C.H
dma¥ All |5TC GA GACGACATGGCGAARLAGTACCGGGTCTTTCTTCAGGATT AGTGLGT! C.H
dma¥f A12 [STC A GLCGACATGGCGAARARGTACCGGGTCTTTC TTCAGGATT AGTGLGT C.H 13
dma¥ A9 CTCACGGATTTGACGACATGSCGARALAGTACC TCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTGC TCQRAACCCGATC AT
dma¥ P1 GTCACGGATTTGACGACATGGCGAAAA#&TACCjﬁgTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTGCTC.eiE CCOGATCLL
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dmaW A4 [GACRACAGGTGTCTAAC YATTAGCARCTTTTCTCCTAC AGCCCGTATCATGAC TTTGAGTCGTTGAACTACCTCC AT
dma¥ H2 GRCAACEGGTGTCTnncjg;TnGCEEETTTTCTCCTECAGCCCGTATCETGACTTTGEGTCGTTGRACTECCTCCL 3
dama¥ M1 [GacircacsTreTadduiTraccceddrrrefde TAC AGCCCGTATCATGAC TTTGAG TR TG AAC TACCTCC ACGE Y
dma¥ A1 |GACARCAGGTITC Taddl A TTAGCCCTTTC IC TAC AGCCCGTATC ATGAC TTTGAGTAY T TGAACTACCTCCACGE
dma¥ A2  |GACARCAGGTITCTAYdr A TTAGCCCTTTCIC TAC AGCCCGTATC ATGAC TTTGAGTAY T TGAACTACCTCCACGC
dmaW A6  [GACLACAGGTYTCTANYs ATTAGCCCOYTTTC e TACAGCCCGTATCATGAC TTTGAGTQYTTGAACTACCTCC ACGC Y

dma¥ A7 A GTCTRACL A CCTTTTCTCC TAC AGC CCGTATCATGAC TTTGAGTCGTTGAACTACCTCCACGC I
dma¥ AS A GTCTALACL A CCTTTTC TCC TAC MG CCGTATCATGAC TTTGAGTCGTTGRAACTACCTCCACGC I
dma¥ A10 A GTCTALACL A CCTTTTC TCC TAC MG CCGTATCATGAC TTTGAGTCGTTGRAACTACCTCCACGC I
dma¥ A1l A GTCTALACL A CCTTTTC TCC TAC MG CCGTATCATGAC TTTGAGTCGTTGRAACTACCTCCACGC I
dma¥ Al12 A GTCTALACA A CCTTTTCTCCTACAGCCCGTATCATGACTTTGAGTCGTTGAACTACCTCCACGCY

ama¥ A9  paciacaseTfreTafaatTaccceddrrrefieTacasccceTATCATGACTTToAGTYTTGRACTACC TECAC GO Y
dma¥ P1  |fcAACAGGTGTCTARCAATTAGCCCOITTCTCC TACAGESCGTATCATGACTTTGAGTAYTTGAACTACCTCCACGE)

1z90 1z00 1310 1320 1330 1340 1350 13&0
ananllonnollonsalldoasllananlloase loasallaaaallesoallonsallon e ST S| P

dma¥ A4 ﬁéingTCATTCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTnggGTATATTTGCAquai TGAGACTGGTCGTTGGCCCGT

2]

dma¥ H2 TTCATTCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTG. GTATATTTGCATL TTGLGACTGETCGTTEFCCCGT
dma¥ H1 [TATA CATTCTCTTACCGTC ACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATAC ATTTGAGACTGGTCGTTGGC T
dma¥ Al [TATA CATTCTCTTACCGTC ACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATAC ATTTGAGACTGGTCGTTGGC T
dma¥ A2 [TATA CATTCTCTTACCGTC A AAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATAC ATTTGAGACTGGTCGTTGGE Tl
dma¥ A6 [TATA CATTCTCTTACCGTC A AAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATAC ATTTGAGACTGGTCGTTGGE Tl
dma¥ A7 [TATATTT TCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGC CATTTGLAGACTGGTCGTTGGCCCGT|
dma¥ A3 [TATATTT TCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGC CATTTGLAGACTGGTCGTTGGCCCGT|
dma¥ Al10 [TATATTT TCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGC CATTTGLAGACTGGTCGTTGGCCCGT|
dma¥ All [TATATTT TCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGC CATTTGLGACTGGTCGTTGGCCCGT|
dma¥ Al12 |[TATATTT TCTCTTACCGTCGCAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGC CATTTGLGACTGGTCGTTGGCCCGT|
dma¥ A9 TETRﬂa?CETTCTCTTACCGTCjﬁiACEEGCCGTETTTGEGCGTETRTTTGCRTLCETTTGAGECTGGTCGTTGGCjﬂ;i

T|

dma¥ P1  [TATATJTCATTCTCTTACCGTCAMAACARGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATACATTTGAGACTGGTCGTTGGC
1370 1320 1320 1400 1410 14z0 14320 1440
O [P N [P A NSl A ISR R I [N ISR [N B I B
dma¥ A4 [TGGTGAGTCTACCGAACTYTATCAACCTGGGCTCCGCALGCTGAACAATTTCC TAGTTGCCGACAGCCCALTTTCTTTCG
dma¥ H2  [TGGTGAGTCTACCGAACTYTATCAACCTGGGCTCCOCALGCTGAACAATTTCCTAGTTOCCGACAGCCCAATTTCTTTCG
dma¥ H1 TGAGTCTACCGAACTTATC A drG6GC TCCGCARGCTGAAC AATTTCCTAGTTGCCGACAGCCCAATTTCTTTCG
dma¥ A1 TGAGTCTACCGAACTTATC A Ay TG TCCGCALGCTGALC AATTTCC TAG TTGCCGACAGCCCAATTTC TTTCG
dma¥ A2 TGAGTCTACCGAACTTATC A Ay TG TCCGCALGCTGALC AATTTCC TAG TTGCCGACAGCCCAATTTC TTTCG
dma¥ A6 TGAGTCTACCGAACTITATC Ay TEGGC TCOECALGCTGAAC AATTTCC TAG TTGCCGACAGCCCAATTTC TTTCG
dma¥ A7  [TGGTGAGTCT [ratcancoredierediincoTorac crrcdeccerddecce TT
dma¥ A8  [TGGTGAGTCT [raTcincoTedieTe i AAGC TGAAC LA [k Xeki o eloloterle ¢ clalale TT
dma¥ A10 [TGGTGAGTCT [draTcinceTedye e AAGCTGAAC AL ok Xeki o elotatelle ¢ elolole TT
dma¥ A1l [TGGTGAGTCT [draTcinceTedye e AAGCTGAAC AL ok Xeki o elotatelle ¢ elolole TT
dma¥ A12 [TGGTGAGTCT [draTcinceTedie e AAGCTGAACAL [k Xeki o elototetle ¢ elolole TT
dma¥ A9 TGnGTCTnccGnnCTTTATCAAjﬁ;GGGcTccGcnnGCTGnncnnTTchTnGTTGCCGnancccnnTTTcTTTCG
dma¥ P1 TGAGTCTACCGAACTYTATC A AdYTGGGC TCCECALGCTGAACAATTTCC TAG TTGCCGACAGCCCAATTTC TTTCG

1450 1460 1470
P [P R TS I I B
dma¥ A4 [RCGCCTACAGGCGCTGTGACCTCTCCACGAAGTAG

dma¥ H2 WCGCCTACAGGCGCTGTGLACCTCTCCACGLAGTAS
dma¥ H1 [LCGCCTA GCGCTGTGACCTCTCCA AGTAG
dma¥ Al [LCGCCTA GCGCTGTGACCTCTCCA AGTAG
dma¥ A2 L GCCTACAGGCGCTGTGACCTCTCC A AGTALG
dma¥ A6 ILCGCCTACAGGCGCTGTGACCTCTCCACGLAGTAG
dma¥f A7 ACGCCTACAGGCGCTGTGACCTCTCCAq@AAGTAG
dma¥ A3 ILWCGCCTACAGGCGC TG TGLACCTCTCCACGLAGTAR
dma¥ Al0 PRCGCCTACAGGCGCTGTGACCTCT q@AAGTAG
dma¥ A1l PRCGCCTACALGGCGCTGTGACCTCT CGLLGTLG
dmatf A12 ACGCCTACAGGCGCTGTGACCTCTCqu@AAGTAG
dma¥ A9 WCGCCTACAGGC GO TG TGLCCTC TCCACGLAGTAY
dma¥ P1 RCGCCTEdaGGCGCTGTGﬂMCTCTCCECGAAGTAG
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Tab. 2. Homologie DNA sekvenci genu dmaW kmenu P1 a WT C. purpurea

dmaW A4 |dmaWH2 |dmaWH1 |[dmaW A1 |[dmaW A2 |dmaW A6 |[dmaW A7 |[dmaW A8 |[dmaW A9 |[dmaW A10 [dmaW A11 |dmaW A12 | dmaW P1

dmaw A4 ID 1 0,945 0,951 0,952 0,951 0,924 0,924 0,939 0,922 0,923 0,924 0,932
dmaWw H2 1 ID 0,945 0,951 0,952 0,951 0,924 0,924 0,939 0,922 0,923 0,924 0,932
dmaWw H1 0,945 0,945 ID 0,993 0,992 0,993 0,947 0,946 0,969 0,946 0,945 0,947 0,967
dmaWw A1 0,951 0,951 0,993 ID 0,997 0,987 0,944 0,943 0,974 0,942 0,942 0,944 0,966
dmaWw A2 0,952 0,952 0,992 0,997 ID 0,987 0,942 0,942 0,974 0,941 0,94 0,942 0,965
dmaW A6 0,951 0,951 0,993 0,987 0,987 ID 0,944 0,944 0,967 0,942 0,943 0,944 0,963
dmaWw A7 0,924 0,924 0,947 0,944 0,942 0,944 ID 0,999 0,965 0,998 0,997 1 0,937
dmaWw A8 0,924 0,924 0,946 0,943 0,942 0,944 0,999 ID 0,965 0,997 0,998 0,999 0,937
dmaWw A9 0,939 0,939 0,969 0,974 0,974 0,967 0,965 0,965 ID 0,965 0,964 0,965 0,955
dmaWw A10 0,922 0,922 0,946 0,942 0,941 0,942 0,998 0,997 0,965 ID 0,997 0,998 0,936
dmaWw A11 0,923 0,923 0,945 0,942 0,94 0,943 0,997 0,998 0,964 0,997 ID 0,997 0,936
dmaWw A12 0,924 0,924 0,947 0,944 0,942 0,944 1 0,999 0,965 0,998 0,997 ID 0,937
dmaWw P1 0,932 0,932 0,967 0,966 0,965 0,963 0,937 0,937 0,955 0,936 0,936 0,937 ID
Legenda:

dmaW A1, A2, A4, A6 — A12: sekvence ziskané v této praci

dmaW H1, H2: sekvence zpracované v Hulvova H. (2009)

dmalW P1: referenéni sekvence

41

Tab. 3. Skupiny genu dmaW WT C. purpurea

Skupina Zastupci
dmaW S1 dmaW A4, H2
dmaW S2 dmaW H1, A1, A2, A6
dmaW S3 dmaW A7, A8, A10, A11, A12
dmaW S4 dmaW A9
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DMAT 3 QRLWWHSTLPHF LA DO YREL IIPFL
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dmafl §3 [ISTLKD VYEILSLIFDFPSNEQRLWYHS TAPMFAAMLDNAGYNIHDOQVRHLGIFKEHEIIFFL
dma¥ S4 [ISTLED VTEILSLIFDFPSHEQRLWIHS TAPMF AAMLDMAGTN IHDQTRHLGIFKEHI IFFL
dmalf P1 [MSTAKDPGNGVYEILSLIFDFPSNEQRLWYHSTAPMF LAMLDNAGYN IHDOYREHLGIFKEHIIFFL
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dmaW $2 [LTRCCLHUELSLNCTDSVVRYTYER INHUIGTRKDPENTLAT IDLEVWFSYFRDELTLDESES H1LOS
dma¥ S3 L TRCGLPFELSLHCTDSVVRYTYER NG HIRDPFHTLAT IDLEWFS¥FRDELTLDESES JILOY
dma¥ S4 [LTRCCLPFELSLNCTDSVVRYTYEP INHTGTRDPFNTL AT IDLEWFS¥FRDELTLDESES IO
dama¥t P1 [LTRCGLHELSLNCTDSwwRTTYER INgATG IR FnTL T IDLEUFSYFEDELTLDESES JL oS
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DMAT 1 TRTONELALDLEESQF ALEVYF YPHLESIAT WIFD LSQREDFHIOP 2F JYLcDTvsRRT)-
DMAT 2 TKTQNELALDLKESOF ALKVYE YPHLKS IATGKS THDL IFDSWKLSoREDsHIor iffovLep rwsRent-
DMAT 3 IKTONELALDLH AL Ecfa To R I L H-H
DMAT 4 IKTONELALDLH L E ke I L H
DMAT 5 fravrLiLoLy [vPHLES TATJ4HDL T LsorHTiEH
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dma¥ 52 IKTONELALDLKESOF ALKVYF TPHLESL TGRS THDL IFDs WKL sokHDAHI O AF OWLCD TV SRR
dma¥ 53 IKTONELALDLEESOF ALKVYF YPHLES I TGRS THDL IFDsURL sornpaHror ar Lo s rre
dma¥ S4 IKTONELALDLEESOF LLKVYF YPELES I TGRS THDL IFDs kL sorapaHror ir dduop vz rred
dma¥ P1 IKTQNELALDLEESOF ALKVYF YPHLES I ATGKS THDL IFDsURL sokapaHror aF ovLop vz rR-
ZEd 260 270 Z80 90 00 210 320
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DMAT LHARLLSCDLIDPELKSR'U‘EIYLL =18 EDLWTL ERUDILSTHD LDMLRELTMZLLEVH
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DMAT 3  ———— sfrecETARLLsCoL ffP ARS RV TLLHHIVSLS AMEDLUTLGGR THpGLIAREL

DMAT 4 ————- WEdan FLLSCDUVP ARSRYE I YLLEYTVSLS AMEDLYTLGGR THDGLDMAREL

pMAT 5  posuiiHigucvPAERRLLSCD ﬁ:SFﬁKIYLL SUfAMEDLUTLGGR L pREL

DMAT 6 niifi-cesf pLLsCD SRVRTYLHRAVSLE LHEDLUTLGCR HD EL

dmaW¥ 51 ———- 1 HLLHARLLECDLIDFAESEVEIYLICH =] HEDLWTLGGRRVDASTMDGLDMLRELTSLLEVH
dma¥¥ 52 @ -—---——- A LHARLLSCDLIDPAKSRVEITLLE aL EDLWTLGGREVDASTMDGLDMLRELTSLLEVH
dmaW 53 ----—- A LHARLLECDLIDPAKSRVEITLLE =L EDLWTLGGRRVDASTHDGLDHLREL TS LLEVE
dmaW 54 ———— A LHARLLECDLIDPAKSRVEITLLE =L EDLWTLGGRRVDASTHD GCLDHLREL TS LLEVE
dma¥ P1  ————— A LLHARLLECDLIDPAESRVEIYLLE EL EDLWTL HRUDJLSTHD LDMLRELTZLLEVH
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DMAT 1  [TGHLEYPRGUMELCGEIPNECOLF ALY ¥ TLHMID P MPEPCVYF TVFGCHHDAE TS AL TIFLRECFRDMARK Y RVFLODS
DMAT 2  [[GHLEYPKGYLELGEIPNEQLPSMANTTLHAMPMPEPQVYF TVWFGIND AEISNALTIF
DMAT 3 iy LPNECLPSMANY TLHHHNDPMPEPQV T TVF
DMAT 4 Qe QLPSMANY TLHHNDPHPEPQVYF TVF
DMAT 5 HHYH QLPS MPEPQVYFTVF
DMAT 6 LOHT [HHECLPSMANY TLHY D PHPEPCWTF TVF
dma¥ S1 [TGHLEYPK EIFNEQLPELUy TLHHND PRPEPQVYF TVF GMND LE ISIALTIF
damaW 52 [TGHLEYPRGYLHW-HJPNECLPSHANY TLERND PMPEPQVYF TVF GHND AETSNALTIF
dmaW 53 [TGHLEYPKGYLHMGEIPNECLPSMANTTLEHNDPMPEPQVYF TVFGHNDEE ISNALTIF
ama¥ S4 [TGHLETFRGYELGETFNECLELry TLHRMDF MPEPOVYF TVF GHND AE ISNALTIF
dma¥ P1 |[[GHLEYPKGVLELGEIPNEQLPSMANYTLHHNDPMPEPCVYFTVF GHNDAEISHALTIF

Obr. 16. Srovnani aminokyselinovych sekvenci DMAT syntasy (Cast 1)
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DMAT 1 [PUHDFESLNYLBELEFS YRENRP VLEVILATFETCRUPWAEDSP ISFD A YRRCDLE TR ————————————————
DMAT 2 [PYHDFESLNYLH LEELNNFLWLDSFISFDLY

DMAT 3 SLNYLH EENGE

DHAT 4 SLNYLH i

DHAT 5 DFESLIYLH e[

DMAT & SLNYLH

I.l.l i]
dma¥ 51 [PVADFESLNYLH ﬁMP$EE¥SPISFDAYRRCDLST ————————————————
dma¥ 52 [PYHDFESLNYLHYTISFSYRENKPYLSVYLHTFETGRVPYEADSPISFDLYRRCDLST
ama¥ $3 [FYHDFESLNYLHfYISFsTRRNKRYLEVYLETFETGRUErfdHfrdrpavrrepLsT
dma¥ 54 [PYHDFESLNTLHYY ISFSYRENKEVLEVYLHTFETGRIPYE ADSPISFDATRRCDLET
dmaW P1 [vHDFESLEYLHfr 1575 TRRNKF TLSVTLETFETGRVEFVF ADSFISFDAYRRAALST

Obr. 16. Srovnani aminokyselinovych sekvenci DMAT syntasy (Cast 2)

Tab. 4. Pristupové kody z NCBI k sekvencim pouzitych ve srovnani DMAT syntas a

jejich zdrojovy organismus.

Nazev NCBI pfistupovy kod Organismus

DMAT 1 Q9C141.1 Claviceps purpurea kmen T5
DMAT 2 CAC37397.1 Claviceps purpurea kmen T5
DMAT 3 AAZ29613.1 Clavicipitaceae sp.

DMAT 4 AAZ29614 .1 Clavicipitaceae sp.

DMAT 5 Q12594 1 Claviceps fusiformis

DMAT 6 Q6X1E1.1 Balansia obtecta

dmaW P1 CAB39314 Claviceps purpurea kmen P1
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5.2 VVyhodnoceni sekvenci genu easC WT C. purpurea

Bylo porovnano 5 sekvenci genu easC WT C. purpurea (easC A1-A5) se
dvémi sekvencemi genu easC WT C. purpurea (easC H1, H2) zpracovanymi v
diplomové praci Mgr. Heleny Hulvové (Hulvova H., 2009) a genem easC
referencniho kmenu P1 (NCBI pfistupovy kod: AJ703808). Grafické znazornéni je na
obr. 17.

Vysoka homologie mezi vSemi sekvencemi zapficinila jejich zafazeni do jedné
skupiny easC S1, ktera byla pfelozena do sekvence aminokyselin. Pfed prepisem do
aminokyselinové sekvence byl z genu in silico vystfizen jeden intron nachazejici se
v 5’koncové oblasti genu. Mirné vysSi variabilitu (Tab. 5) oproti ostatnim sekvencim
vykazoval klon oznaceny jako easG A3. Polymorfismus oproti ostatnim klonim ¢ital
15 nukleotidll a vyustil celkem do ¢ty zmén v aminokyselinovém slozeni. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o variabilitu vy$Si nez je mezi ostatnimi sekvencemi z WT kmene
a kmenem referenénim P1 (dvé zamény v aminokyselinovém slozeni) mlze jit o
odliSnou alelu a nebo pravdépodobnéji o kontaminaci v genomické DNA izolované
zWT, DNA z jiného kmene C.purpurea se kterymi se na pracovisti pracovalo.

K proteinu easC byl nalezen dalSi ortologni protein pomoci webového rozhrani

nastroje BLAST (obr. 18) z houby Claviceps fusiformis.
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LT GGC TTCTGAGG T TC TG TTGCATC CAGTGGATC TGAGCATTC TG TG C TCALLLATGTCCTTTTCALGATCCGGGTT
L TGGC TTCTGAGGTC TC TG TTGC ATC CAGTGGATC TGAGCATTC TGS TGC TCALARATGTCCTTTTC ARGATCCGGGTTT|
LT GGC TTCTGAGGETC TC TG T TG C ATC CAGTGGATC TGAGCATTC TGS TGC TCALARATGTCCTTTTC ARGATCCGGGTT |
LT GGC TTCTGAGGETC TC TG TTGC ATC CAGTGGATC TGAGCATTC TGS TGC TCALARATGTCCTTTTC ARGATCCGGGTTT|
ATGGCTTCTGAGGTCTCTGTTGquCCAGTGGATCTGAGCATTCTGGTGCTCAAAAATGTCCTTTTCAAGATCCGGGTTT
LT GGC TTCTGAGG TC TC TG T TG ATC CAGTGGATC TGAGC AT TC TGG TGO TCALALATGTCCTTTTCALGATCCGGGTT |
LT GGC TTCTGAGG T TC TG T TG AT CAGTGGATC TGAGC AT TC TGG TGO TC AL AL ATGTCCTTTTCALGATCCGGGTT |

L TGGC TTCTGAGGTC TC TG TTGCATC CAGTGGATC TGAGCATTC TGETGC TCALALLATGTCCTTTTC ALGATCCGGGTTT

S0 100 110 1z0 130 120 150 1e0
|- |- ] ] | | - |- |- |- |- |- - - -

GTCT T AATGGACCAAGACTCACGTTTGUGTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGAGCTGTC
GCTCT T A AT GG CAAGAC TCACGTT TG GTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGLGCTGTC
T T T A AT GGAC A AG AT TCACGTT TG GTGATATC TTATC ACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGLGCTGTC
T CT T AL TGGACCAAGAC TCACGTT TG GTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGLGCTGTCO
GTCTTCEATGGACCEAGEqaCACGTTTGCGTGATATCTTATCACGTTTCEATCGCGAGAAEATCCCAGEGAGAGCTGTCC
GTCTTC AATGGACCAAGACTCACGTTTGCGTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGLAGCTGTC
GTCT T AATGGACCAAGACTCACGTTTGUGTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGARLATCCCAGAGAGAGCTGTC
GTCTTC AL TGGACCALGACTCACGTTTGCGTGATATC TTATCACGTTTCAATCGCGAGALLATCCCAGAGAGLGCTGTC

170 la0 120 z0oo Z10 Zz0 230 240
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L GCCCGTEGCGCCGGAGCATATGEAGAGTTCGAGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
L GCCCGTEGCGCCGGAGCATATGEAGAGTTCGAGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
A G GTGGCGUCGGAGC ATATGGAGAGTTCGAGGTAAGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
LG CCGTGEC G CGGAGT ATAT GG AGAGTTCGAGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
ACGqﬂ:GTGGCGCCGGAGCATATGGLGAGTTCGLGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCLCCLTC
L GCCCGTGGC G CGGAGC ATATGGAGAGTTCGAGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
L GCCCGTGGCGCCGGAGCATATGGAGAGTTCGAGGTALGATCATCTTCTACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC

Lo GCCC TGO G CGGAGCATATGGAGAGTTCGAGG TALGATCATCTTC TACCAGATCCAGCTGTCCTCTTTCACCATC
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CGGAGC ATATGATC TGACCGTATAC CGTGCGAGTCGTTCAGSTTACGC ACGATGTGTCGGATATATGCGACATTGATAT
o GGAGC ATATGATC TGACCGTATACCGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATSTGTCGGATATATGCGACATTGATATS
o GGAGC ATATGATC TGACCGTATACCGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATSTGTCGGATATATGCGACATTGATATS
o GGAGC ATATGATC TGACCGTATACC GTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATSTGTCGGATATATGCGACATTGATATS
CGGAGCATATGATCTGACCGTATAqﬂGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGCACGATGTGTCGGATATATGCGACATTGATATG
G GAG AT ATGATC TGACCGTATACCGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATGTGTCGGATATATGCGACATTGATATS
GGG AT AT GATC TGAC G TATAC CGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATGTGTCGGATATATGCGACATTGATATS

CGGAGCATATGATC TGACCGTATACCGTGCGAGTCGTTCAGGTTACGC ACGATSTGTCGGATATATGCGACLATTGATLATS
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[TTGCTTGGTGTTOGGAAGAAALCGCCATGCGTCGTGCGCTTTTCCACGACAACCCTCGAACGGGGCTCGGUCGAGTCCG
[TTGCTTGGTGTTOGGAAGLALLCGICATGCGTCGTGCGCTTTTCC ACGACAACCCTCGAACGGOGCTCGECCGLGTCCGT|
[TTGCTTGGTGTTGGGAAGLALLC GO ATGCGTCGTGCGCTTTTCC ACGACAACCCTOGAACGGGGCTCGECCGAGTCCGT|
[TTGCTTGGETGTTGGGAAGLARLCGICATGCGTCGTGCGCTTTTCC ACGACAACCCTOGAACGGGGCTCGECCGAGTCCGT|
TTGCTTGGTGTTGGGAAGAAAACGCCATGCGTCGTGCGCTTTTCCACGACAACCCTEFAACGGGGCTCGGCCGEGTCCGT
[TTGCTTGGTGTTGGGAAGLARLCGCCATGCGTCGTGCGCTTTTCC ACGACAACCCTOGAACGSGGCTCGGCCGLGTCCGT|
[TTGCTTGGTGTTOGGAAGLAALCGCCATGCGTCGTGCGCTTTTCCACGACAACCCTCGAACGGGGCTCGGCCGAGTCCGT|
[TTGCTTGGTGTTOGGAAGLALLCGCCATGCGTCGTGCGCTTTTCC ACGACAACCCTOGAACGGOGCTCGECCGLGTCCGT]

410 4z0 430 440 450 4&0 470 480
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CAGAGLCGTCALRLGGAATGGCCATTAAAC ATTTTACGCAGGATGGARATTGGGACTGEGTCTGTTTGLATATCCCCATG
CAGAGLCGTCARLGGAATGGCCATTARAC ATTTTACGCAGGATGGARLTTGGGAC TGGGTC TG TTTGAATATCCCCATGT|
CAGAGACGTCAALGGAATGGCC AT TAAACATTTTACGUAGGATGGARATTGGGACTGGGTCTGTTTGAATATCCCCATGT|
CAGAGACGTCALLGGAATGGCC AT TAALRC ATTTTACGCAGGATGGARATTGGGACTGGGTC TG TTTGALATATCCCCATGT|
G AGAC GTCALLGGAATGGC AT TAARC ATTTTAC G AGGATGGARATTGGGACTGGGTC TG TTTGALATATCCCCATGT|
CAGAGLCGTCALLGGAATGGCC AT TAAAC ATTTTACGCAGGATGGARLTTGGGACTGGGTC TG TTTGAATATCCCC ATGT|
CAGAGACGTCARLGGAATGGCCATTARAC ATTTTACGCAGGATGGARLTTGGGACTGGGTC TG TTTGAATATCCCCATGT|

CEGAGACGTCAAAGdaATGGCCETTEAACATTTTACGCEGGETGGAEETTGGGACTGGGTCTGTTTGAETATCCCCETGT

. Srovnani DNA sekvenci genu easC kmenu P1 a WT C. purpurea (Cast 1)
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[TTTTTATTCGCGACCCALG AR TTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACCCALGCAAATTTCCCGATATGGTCCATGCTCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACCCAAGC A A TTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACCCAAGC A A TTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACC CALGC AR TTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACCCALG AL ATTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACSTCCGGATCCGACARACCAACGTCGCALATCC
[TTTTTATTCGCGACCCALG AR TTTCCCGATATGGTCCATGC TCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC

[TTTTTATTCGCGACCCALGCALATTTCCCGATATGGTCCATGCTCAACGTCCGGATCCGACAACCAACGTCGCALATCC

E70 Lao La0 &0 &l0 &Z0 &30 &40
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LG CCGTTGGTGGGASTTTGTC TGC ARC AR C ACGAGAC TCTTCACATGSTCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGCACCAT
LG CCGTTGGTGGGASTTTGTC TGC ALC AR ACGAGAC TCTTCACATGSTCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGC ACCLT]
LG CCGTTGGTGGGASTTTGTC TGC ALC AR ACGAGAC TCTTCACATGSTCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGC ACCLT]
LG G T TGO TGOGAGTTTGTC TG AAC AACC ACGAGAC TCTTCACATGGTCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGCACCLT]
LG CCG T TGO TGoGAGTTTGTC TG AL AR A G AG A T TTC A ATGGTCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGCACCLT]
LG CG T TGGTGOGAGTTTGTC TG AL AR A GAG A T TTC A A TG TCATGTTTCAATTCAGCGACTTTGGC ACCLT]
LG C CG T TG TGGGASTTTGTC TG AL AR C A GAGAC T TTC AC A TGS TCATGTTTC AATTCAGCGACTTTGGCACCLT]

L GCCGTTGETGEGAGTTTGTC TGO AR AACCACGAGAC TCTTCACATGGTCATGTTTCAATTCAGCGAC TTTGEC ACCAT|

650 [111] &70 &0 (3=l a0 710 7E0
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GTTTGACTACCGGAGC ATGAGCGEGTATGC AGCCCACGC ATACAAATGGGTCATGCCGGACGGATCCTGGAALTACGTC
GTTTGACTAC CGGAGCATGAGC GGG TATGC AGCCCACGC ATACAAATGSGTCATGCCGGACGGATCCTGGAALTACGTC
GTTTGACTACCGGAGCATGAGC GGG TATGCAGCCCACGC ATACARATGSGTCATGCCGGACGGATCCTGGAALTACSTC
GTTTGACTACCGGAGCATGAGC GGG TATGCAGCCCACGC ATACARATGSGTCATGCCGGACGGATCCTGGAALTACGTC
GTTTGECTACCGGAGCATGAGCGGGTATGCEGCCCECGCATACAAETGGGTCATGCCGGACGGETEkTGGEAATACGTCC
GTTTGACTACCGGAGCATGAGUGGGTATGCAGCCCACGCATACAAATGGGTCATGCCGGACGGATCCTGGAAATACGTC
GTTTGACTACCGGAGC ATGAGCGEGTATGC AGCCCACGC ATACAAATGGGTCATGCCGGACGGATCCTGGAAATACETC
GTTTGLCTACCGGAGCATGAGCGGGTATGCAGCCCLCGCATACAALTGGGTCATGCdﬂEyﬂSGLTCCTGGAAATACGTCC

730 740 750 el 770 a0 il s00
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L TGGTTCC TGGCATC TGACCARGGACCCALTTTCGARACAGGC CATCAGGCGALGCAGATTGGAGC AGACGATGCCGL
L TGG TTCCTGGCATCTGACCAAGGACCCALTTTCGAAACAGGUCATCAGGCGAAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGA
L TG TTCC TG ATC TGAC CARGGACCCALTTTCGAAAC AGGC CATCAGGCGALAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGL
L TG TTCC TG ATC TGAC CARGGACCCAATTTCGAAAC AGGC CATCAGGCGALAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGL
ACTGGTTCCTGGCATCTGLCCALGGLCCCAATTTCdgAACAGGCCATCAGGCGAAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGL
ECTGGTTCCTGGCATCTGECC%@SGECCCAETTTCGAAACEGGCCETCAGGCGAAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGE
L TGGTTCC TGGCATC TGACCARGGACCCALTTTCGARACAGGC CATCAGGCGALGCAGATTGGAGC AGACGATGCCGL

L TGGTTCCTGGCATCTGACCAAGGACCCALTTTCGAAACAGGUCATCAGGCGAAGCAGATTGGAGCAGACGATGCCGA
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LG TGC A A TCGAGACC TTTATC AGAGTC TGGALCGTGGAGAGTATCCARGTTGGACAGTCAAAGTGCAGGTCGTGGATC
LG TG LA TCGAGACCTTTATC AGAGTC TG GALCGTGGAGAGTATCCAAGTTGGACAGTCALAGTGCAGGTCGTGGATC
LG TG LA TCGAGACCTTTATC AGAGTC TG GALCGTGGAGAGTATCCAAGTTGGACAGTCALAGTGCAGGTCGTGGATC
LG TG AAC TCGAGACCTTTATCAGAGTC TG GAACGTOGAGAGTATCCAAGTTGGACAGTCALAGTGCAGGTCGTGGATC
AGTGCAACﬂ@GAGACCTTTATCAGAGTCTGGAACGTGGAGAGTATCCAAGTTGGACAGTCAAAGTGCAGGTCGTGGATCC
LT G A A T GG A CTTTATC AGAGTC TG G AR GTOGAGAGTATCCAAGTTGGAC AGTCAAAGTGCAGGTCGTGGATC
AGTGCAACTCGAGACqQTTATCAGAGTCTGGAACGTGGLGLGTLTCCALGTTGGLCAGTCAAAGTGCAGGTCGTGGATCC
EGTGCEACTEbAGACCTTTATCAGAGTCTGGAACGTGGEGEGTETCCAEGTTGGACAGTCEAAGTGCAGGTCGTGGATCC

290 200 210 Q20 2320 240 250 S0
| | | | | | | | | | | | | | | |

LA AT TCCTALGC TG CC T TCAAC AT TC TCGACGTCACC AAGC ACTGGAATTTGGGCAATTACCCTCCCGACATCG
oL LG A TGC TCCTALGC TGO T TCAAC AT TC TCGACGTCACCAAGC ACTGEALTTTGGGCAATTACCCTCCCGACATCH
oL LG TGO TCCTAAGC TGO CCTTCAAC ATTC TCGACGTCACC ARG ACTGGALTTTGGGCAATTACCCTCCCGACATCH
oL LG A TGC TCCTALGC TG CCTTCAAC ATTC TCGACGTCACC ARG ACTGGAATTTGGGCAATTACCC TCCCGACATCH
GGAEGETGCTCCTAAGCTGCCCTTCEACATTCTCGECGTCACCAAGCACTGGA#E@TGGGCAATTECCCTCCCGACAJEF
G AAGATGC TCCTALGC TGCCCTTCAACATTCTCGACGTCACCAAGUACTGGAATTTGGGCAATTACCCTCCCGACATCG
GGAAGLTGCTCCTAAGCTGCCCTTCLACATTCTCGLCGTCLCCAAGCACTGGAquTGGGCAATTLCCCTCCCGACATEF

oL AGATGC TCCTALGC TGO CCTTCAAC AT TCTCGACGTCACC AAGC ACTGEALTTTGGGCAATTACCCTCCCGACATCH

. Srovnani DNA sekvenci genu easC kmenu P1 a WT C. purpurea (Cast 2)
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L TGTGATACCTGGCCGALC TCTTGGAALGTTGACGTTGALLALGGGACCGCALGACTATTTCGALGAGATCGAGC AGCT
L TGTGATACCTOGCUGALC TCTTOGAAAGTTGACGTTGALAALGGGACCGCAAGACTATTTCGALGAGATCGAGCAGCT(
L TG TG AT A CToGCCGALC T TToGA AL G T TGACGTTGALAAAGGGACCGCALGAC TATTTCGALGAGATCGAGC AGCT]
TG TG AT A ToGCCGALC T TT oG AALG T TGACGT TGALA A AGGGACCGCALGAC TATTTCGALGAGATCGAGC AGCT]
L TG TG AT A CTOGCCGALC T TT GG AL G T TGACGTTGALLALGGGACCGCALGAC TATTTCGALGAGATCGAGC AGCT
L TGTGATACCTGGCCGALC TCTTGGAALGTTGACGTTGALLALGGGACCGCALGACTATTTCGALGAGATCGAGC AGCT
L TGTGATACCTGGCCGALC TCTTGGAALGTTGACGTTGALLALGGGACCGCALGACTATTTCGALGAGATCGAGC AGCT

L TG TGATACCTGGCCGAACTCTTOGALAGTTGACG T s acduccscracrcTaTTTCGALGAG A AGC AGC T

lak0 lo&0 la70 loz0o lo20 1100 1110 11z0
|- |- | | |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |- |

GCATTCTCCCCATC TCGTCTTGTCCATGG GG TGGAMGCC TCGGAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC
G ATTCTCCCCATC TCGTCTTGTCCATGGGGTGGAAGCC TCGEAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC
G ATTCTCCCCATC TCGTCTTGTCCATGGGGTGGAAGCC TCGEAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC
e AT TCTCCCCATC TCGTCTTOTCCATGGGGTGGAAGCCTCGGAGGACCCGATGCTTCAAGCTCGACTCTTTGCGTATC
G AT T T CCCATC TCGTCTTGTCCATG GGG TG AAGCCTCGEAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC
G AT T T AT TCGTC TTGTCCATG GGG TG ALGCCTCGGAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC
GCATTCTCCCCATC TCGTCTTGTCCATGG GG TG AAGCC TCGEAGGACCCGATGC TTCAAGC TCGACTCTTTGCGTATC

GCATTCTCCCCATCTCGTCTTGTCCETGGGGTGGAEGCCTCGGEGGACCCGATGCTTCAAGCTEhACTCTTTGCGTATCC

11320 1140 1150 11&0 1170 1120 1130 1z00
[ S e [ D IS Sl I I I N I |

LG A GG AR A CGAT TG TCCARATARC TTAGATTTGC CCGCGAATCGALCCAARAAGTTCGCTGATGGCTCG
LG A GG AR A CGAT TG TCCALATARC TTAGATTTGC CCGCGAATCGALCCALAAAGTTCGC TGATGGCTCG
LG A CG TG AR ACCGATTGGETCCARATARC TTAGATTTGC COGCGARTCGALCCALAAAGTTCGC TGATGGCTCG
LG A G TG AR ACCGAT TG TCCARATARC TTAGATTTGC COGCGLATCGALCCAARAAGTTCGCTGATGGCTCG
LG A G TG AR ACCGAT TG TCCARATARC TTAGATTTGC COGCGLATCGALCCAARAAGTTCGCTGATGGCTCG
LG A GG AARAACACCGATTOG G TCCAAATARCTTAGATTTGCCCGCGAATCGALCCALRAAGTTCGCTGATGGCTCG
LG A GG AR A CGAT TG TCCARATARC TTAGATTTGC CCGCGAATCGALCCAARAAGTTCGCTGATGGCTCG

AGACGCGCAAAAACACCGATTGGGTCCAAMaAACTTAGATTTGCCCGCGAATCGAACCAAEAAGTTCGCTGATGG

1z10 1zz0 1230 1lz40 1z&0 1z&0 1270 1lza0
loeocoloeeoloeealeeealoeealoeealoeealoeealeeecloeealoeealeeealoeealoeealaee.]

GACCTGARLAGGCGEAGATGGCGCCGCAGALAGTTCCTAGTCALGAACATGCAGATTGGGTTTCGCAGETGALATCGLG
G ACCTGARLAGGCGGAGATGGUGUC G AGALAGTTCCTAGTCAAGAACATGCAGATTGGGTTTCGCAGGTGARATCGAG]
GACCTGARLAGGCGEAGA TG GG AGALAGTTCCTAGTCALGAACATGC AGATTGGGTTTCGCAGGTGALATCGLG]
G A CTGARL GGG EAGA TG GG AGALAGTTCCTAGTCALGAACATGC AGATTGGGTTTCGCAGGTGALATCGAG
GACCTGARLAGGCGEAGATGGCGCCGCAGALAGTTCCTAGTCALGAACATGC AGATTGGGTTTCGCAGGTGALATC LG
GACCTGARLAGGCGGAGATGGCGCCGCAGALAGTTCCTAGTCALGAACATGCAGATTGGGTTTCGCAGGTGARATCGAG
GACCTGARLAGGCGGAGATGGCGCCGCAGALAGTTCCTAGTCALGAACATGCAGATTGGGTTTCGCAGGTGALATCGLG

GACCTGAAAAGGCGGAGATGGCGCCGCAGAAAGTTCCTAGTCAAGAACATGCAGATTGGGﬂaTCGCAGGTGAAATCGAGC

1Z30 1200 1210 1320 1230 13240 13250 12680
loeocloeeoloeealeeealoeealoeealoeealoeealeeecloeealoeealeeealoeealoeealaee.]

LG C TG GTCCGAGC CALACGARACGGATTAC A AGTTTCCALGAGAGTTTTGGALGGCATTGCCALGATTGAGGGGCGALG
LG C TG TCCGAGCC AL ACGARACGGATTAC AAGTTTCCALGAGAGTTTTGGALGGCATTGCCAAGATTGAGGGGCGALG
LG C TG TCCGAGCC AL ACGARACGGATTAC AAGTTTCCALGAGAGTTTTGGALGGCATTGCCAAGATTGAGGGGCGALG
LGC TGO TCCGAGCCAAACGAAACGGATTACAAGTTTCCALGAGAGTTTTGGAAGGUATTGCCAAGATTGAGGGGCGALG]
AGCTGGTCCGEGCCAAACGAAACGGETTACAAGTTTCCAAGAGAGTTTTGGAAGGCATTGCC#@GETTGLGGGGCGREGC
LG TG T CGAGC C AL A GAL A GG ATTAC A AGTTTCCALGAGAGTTTTGGALGGCATTGCCAAGATTGAGGGGCGALG]
LG C TG T CGAGCC AL AT GARACGGATTAC A AGTTTCCALGAGAGTTTTGGALGGCATTGCCAAGATTGAGGGGCGALG]]
EGCTGGTCCGEGCCAEACGAEACGGETTECEAGTTTCCAAGAGAGTTTTGGAAGGCATTGCCEEhATTGAGGGGCGAAGC

1270 1220 1220 1400 1410 l4z0 14320 1440
| | | | | | | | | | | | | | | |

LT T T A GRAATAGTC TCGT TG TCAATATGGC C ARG TC TG TG TCACAGGTTCCGGTGEATATGCGAGAGALAGTGTLC AGC
LT T T AGRATAGTC TCGT TG TCAATATGG I C ARG TC TGTGTCAC AGGTTCCGGTGGATATGCGAGAGALAGTGTLC AGC
LT T T AGAATAGTC TCGTTGTCAATATGGCC ARG TC TGTGTCACAGGTTCCGGTGEATATGCGAGAGALAGTGTAC AGC
LT T T AGAATAGTC TCGTTGTCARTATGGCC ARGTC TGTGTCACAGGTTCCGGTGEATATGCGAGAGALAGTGTLC AGC
ATTTCEGAETAGTCTCGTTGTCAETETGGCCAEGTCTGTGTCACAGGTTCCGGTGGATETGCGEGEGAEAGﬂ@TACAGC
LT TTCAGAATAGTCTCGTTGTCAATATGGCCARGTCTGTGTCACAGGTTCCGGTGGATATGUGAGAGALAGTGTACAGC
LT T T AGRAATAGTC TCGT TG TCAATATGGC C ARG TC TG TG TCACAGGTTCCGGTGEATATGCGAGAGALAGTGTLC AGC

ETTTCAGAATAGTCTCGTTGTCAATATGGCCAAGTCTGTGTCACAGGTTCCGGTGGATATGCGLGLGAAAGﬂHTACAGC

. Srovnani DNA sekvenci genu easC kmenu P1 a WT C. purpurea (Cast 3)
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T TG C TCTGAT TGO GATGATC TTGCCGATAGAGTGAGRAAC CATGACCGAAGAGATAGTGGAGTA
CGTTGGC TCTGATTGCCGATGATC TTGCCGATAGAGTGAGRAAT CATGACCGJLJLGAGATAGTGGJAETA
CGTTGGCTCTGATTGCCGATGATC TTGCCGATAGAGTGAGAAC CATGACCGARGAGATAGTGGAGTA
CGTTGGCTCTGATTGCCGATGATC TTGCCGATAGAGTGAGAACCATGACCGAAGAGATAGTGGAGTL
CGTTGGCTC

TTGCCGATGATCTTGCCGATAGAGTGAGAACCATGACCGAAGAGATAGTGGAGTL

CGTTGGCTCTGATTGCCGHHs

CGTTGGC TC TGAT TG o GATGATC TTGCCGATAGAGTGAGRAAC CATGACCGAAGAGATAGTGGAGTA
ATCTTGCCGATAGAGTGAGAAC CATGACCGARGAGATAGTGZAGTL
CGTTGGCTC'IHILTTGCCGJLTGJLTCTTGCCGJLTJLGAGTGJLGMLC CATGACCGAAGAGATAGTGGAGTL

Obr. 17. Srovnani DNA sekvenci genu easC kmenu P1 a WT C. purpurea (Cast 4)

Tab. 5. Homologie DNA sekvenci genu easC kmenu P1 a WT C. purpurea

easC H1 | easC H2 | easC A1 | easC A2 | easC A3 | easC A4 | easC A5 | easC P1
easC H1 ID 0,999 1 1 0,99 0,999 0,996 0,99
easCH2 | 0,999 ID 0,999 0,999 0,989 0,998 0,996 0,99
easC A1 1 0,999 ID 1 0,99 0,999 0,996 0,99
easC A2 1 0,999 1 ID 0,99 0,999 0,996 0,99
easC A3 0,99 0,989 0,99 0,99 ID 0,989 0,99 0,986
easC A4 | 0,999 0,998 0,999 0,999 0,989 ID 0,996 0,99
easC A5 | 0,996 0,996 0,996 0,996 0,99 0,996 ID 0,987
easC P1 0,99 0,99 0,99 0,99 0,986 0,99 0,987 ID
Legenda:

easC A1 — A5: sekvence ziskané v této praci

easC H1, H2: sekvence zpracované v Hulvova H. (2009)

easC P1: referenéni sekvence
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easC 51 VCKETPCWWRFSTTTLERGI AESVREDVECGHATKHF TODGHWD W C LN IPHFF IRDPIEF PDMVHAORPD P TTIWV AL S
easC P1 VGKETPCYWVRFSTTTLERGI AESVREDVEGHATKEHF TODGH WD C LN IPMFF IRDPSEF PDMVHAQRFD P TTIWVANF S

eas¢ F |JlkkrediferrsTifilercsiesvervrcna I e ddipivenn 1enrF 1RpESERF P} HAORPD L
170 120 130 z00 z10 Zz0 z30 z40
T T O R T Ty B B
easC S1 [IWEFVCHNNHETLHMVMEQFSDFGTHFDYRSMSGY L LHATENVEP DG WETVHIF L ASDQGPHFETGHQAKQIGADD AES
easC P1 [IWEFVCHNHETLHMVMFQFSDFGTHFDYRSMSGY LAHATENVEPDGS METVHIF L ASDOGPHFETGHOARQIGADD AES

easC CF [iWEFvCHHEEELH FGTHFDYREMS s e vewv e D Qe v HIF L ASDOGENF

ZE50 280 270 Z80 290 200 210 320
R S T ES N TSN TS NS BN BN BN SN IS TSN PSP DD B
easC S1 [TRDLVQSLERGEVFSUTVEVUVVDPEDAFELFFNILDVIKAWILGITEED IDVIFGRILGKLILEEGE QD TFEETEQL L
easC P1 [TRDLYQSLERGEYPSWTVKVOVVDPEDAPELEFNILDYTRHWNLGNTEPD IDVIPGRTLGKL TLRHEFOD YFEETEQL AT
eas¢ ¢F [rRoLvosLERGHIpswTvEvolprED Lok crve po fifrreHc kL TLRRCHE FEE THRL A
330 340 3E0 350 370 350 320 400
R S N ES N TSN TS S NS BN BN NN ISR TSP PSP BAPIP ISP
easC S1 [FPSRLVHGVEASEDPMLQARLFLYFDAQRHRLGPNNLDLF ANRTKKF ADRFPEKAENAF QKVPSQEHAD VS QVRSE5 )
easC P1 [5PSRLVEGVELSEDPHLQARLF LYPDACKERLGPNNLDLE ANRTRKF ADGARPERAENLPORVPS QEHAD WVSQVKSSS1)
eas¢ cfF ErdfuvacveEErpuLoirLr vrnadis i

410 470 4320 440 450 460 470

easC 51 EPHMETDYEFPREFUKALPRLRGE AF QN2 LV VI ARV OVPVDHREEVY S TLALIADDLADEVRTHTEE IVH
easC P1 EPHNETDYEFPREFWELLPRLRGE AF QNS LVWVITHAES VS OVPVDHRERW Y3 TLALIADDL ADRVRTHTEE IVH

easC CF nETD vEF PRHfiL pRLEG HEF onffluvinimafivs Li L SrE

PEQRPRg

Obr. 18. Srovnani aminokyselinovych sekvenci easC proteina. (NCBI pfistupové

kody: easC P1: CAG28311, easC CF (Claviceps fusiformis): ABV57821)
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6 Diskuse

Gen dmaW byl ve WT Claviceps purpurea nalezen ve c&tyfech odliSnych
kopiich, znichz nékteré budou zfejmé& pseudogeny. Screening dostupnych
sekvencnich databazi objevil jeden popsany pseudogen pro DMAT syntasu u blize
nespecifikovaného kmene C.purpurea nesouci 7 nukleotidovou inzerci ve ¢tecim
ramci (NCBI pfistupovy kéd AJ312752). Kopie Ctyf nalezenych genl se odliSovaly
od referencni sekvence genu dmaW kmene P1 (produkujiciho namelové alkaloidy
v axenické kultufe), ale mély také vysokou diversitu v ramci divokého kmene. Mlze
se jednat o dvé a dvé alely kédované dvémi lokusy, které vznikly duplikaci po
fragmentaci ¢asti klastru pro produkci namelovych alkaloidu.

V ergoidnim klastru byly nalezeny sekvence dlouhych terminalnich repetic a
neautonomnich transpozému, umoziujici Casté spontanni prestavby. Navic byl klastr
sekundarnich metabolitd u Aspergillus fumigatus nalezen v telomerové oblasti, ktera
je Casto pfedmétem rekombinace, chromozomalnich zlomU a duplikaci (Coyle et al.,
2005). Geny klastru jsou pravdépodobné podrobeny mutacim zpUsobujicim ztratu
funkce, delecim apod. Pseudogen dmaW byl jiz nalezen v neur¢eném kmeni C.
purpurea (Arntz and Tudzynski 2001).

Pro PCR byla pouzita Phusion® polymerasa, ktera minimalizuje
nekomplementarni pfipojeni nukleotidu, proto by tyto odliSnosti neméli byt chyby
v amplifikaci. Vedle bodovych mutaci byla u jedné z kopii nalezena inzerce tfi a Sesti
nukleotidu. Tyto zmény mohou byt pfi€inou snizené produkce namelovych alkaloid
u divokého kmene oproti primyslovym kmentm. V porovnani proteinu DMAT syntasy
kédovaného genem dmaW se vSechny skupiny WT C. purpurea odliSovaly od
proteinl ziskanych z NCBI databaze.

Mezi sekvencemi genu easC WT C. purpurea byla nalezena minimalni
variabilita, referenéni gen easC kmenu P1 se odliSoval jen v nékolika nukleotidech.
Po prekladu téchto sekvenci do proteinu se odliSovaly pouze ve dvou
aminokyselinach. Tento vysledek odpovida hypotéze, Zze gen easC ma v klastru

regulacni funkci, ktera nedovoluje vznik a udrzeni mutaci v populaci houby .
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7 Zaveér

V této bakalarské praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma syntézy
ergoidnich alkaloidd u rodu hub Claviceps se zamé&fenim na geny kédujici pfislusné
enzymy, které jsou seskupeny v klastru.

V praktické Casti byly analyzovany sekvence gent dmaW a easC z divokého
kmene Claviceps purpurea. Gen dmaW se podle uvedenych vysledkl v genomu WT
C. purpurea vyskytuje ve Ctyfech kopiich, které se od sebe odliSuji nejen bodovymi
mutacemi, ale v jednom pfipadé i dvémi inzercemi. Sekvence se odliSovaly i od
referencni sekvence genu dmaW kmene P1. Souhrn téchto zmén zfejmé zplsobuje
snizenou tvorbu namelovych alkaloidi u WT C. purpurea.

Gen easC, vykazujici homologii ke katalasam, se v jednotlivych sekvencich
liSil minimalné a zfejmé je vgenomu C. purpurea pfitomen jedenkrat. Jeho
konzervativni poradi nukleotidi napovida spravnosti hypotézy jeho regulaéni funkce

s plUsobnosti na cely klastr.
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8 Seznam zkratek

CTAB - cethyltrimethylamoniumbromid

DMATS — dimethylallyltryptofan synthasa

DMAPP — dimethylallylpyrofosfat

dmaW — gen kédujici dimethylallyltryptofan syntasu
easC — gen kéduijici hypotetickou katalasu

IPTG - Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

lacZ — gen kodujici B-galaktosidasu

LPS - D-lysergyl peptid syntetasa

LSD — diethylamid D-lysergové kyseliny

NCBI — Narodni centrum pro biotechnologické informace
NRPS — neribosomalni peptid syntasa

PCR - polymerazova fetézova reakce

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galaktopyranosid
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