
PATENTOVÝ SPIS

(19)
ČESKÁ 
REPUBLIKA

(21) Číslo přihlášky: 2019-474
(22) Přihlášeno: 19.07.2019
(40) Zveřejněno:

(Věstník č. 4/2021)
27.01.2021

(47) Uděleno: 04.08.2021
(24) Oznámeni o uděleni ve věstníku:

(Věstník ě. 37/2021)
15.09.2021

(11) Číslo dokumentu:

308 933
(13) Druh dokumentu: B6
(51)Int. Cl.:

C12N1/15 (2006.01)
C12N15/09 (2006.01)
C12N15/80 (2006.01)
C12N15/52 (2006.01)
C12N15/63 (2006.01)
C12R 1/645 (2006.01)

ÚŘAD 
PRŮMYSLOVÉHO 
VLASTNICTVÍ

(56) Relevantní dokumenty:
LORENZ N. et al.: „Alkaloid cluster gene ccsA of the ergot fungus Claviceps purpurea encodes chanoclavine I synthase, a flavin adenine dinucleotide- 
containing oxidoreductase mediating the transformation of N-methyl-dimethytallyItryptophan to chanoclavine I,“ Applied and Environmental 
Microbiology, vol. 76, no. 6, 2010, str. 1822 - 1830, ISSN 0099-2240; GOETZ K. E. et al.: „Ergot cluster-encoded catalase is required for systhesis of 
chanoclavine I in Aspergillus fumigatus,“ Current Genetics, vol. 57, no. 3, 2011, str. 201 - 211, ISSN 0172-8083; COYLE C. M. et al.: „An ergot 
alkaloid biosynthesis gene and clustered hypothetical genes from Aspergillus fiimigatus,“ Applied and Environmental Microbiology, vol. 71, no. 6, 
2005, str. 3112-3118, ISSN 0099-2240; DIDEK-BRUMEC M. et al.: „Activation of ergot alkaloid biosynthesis in prototrophic isolates by Claviceps 
purpurea protoplast fiision,“ Journal of Biotechnology, vol. 20, no. 3, 1991, str. 271 - 278, ISSN 0168-1656.
WO 2014030096.

(7 3 ) Maj itel patentu:
Univerzita Palackého v Olomouci, Olomouc, CZ

(72) Původce:
Mgr. Michaela Králová, Olomouc, CZ
Mgr. Josef Vrabka, Město Albrechtice, CZ 
prof. RNDr. Ivo Frébort, CSc., Ph.D., Bystročice, 
CZ

(74) Zástupce:
HARBER IP s.r.o., Dukelských hrdinů 567/52, 
170 00 Praha 7, Holešovice

(54) Název vynálezu:
Houba Claviceps purpurea se zvýšenou 
produkcí námelových alkaloidů, způsob její 
přípravy, expresní kazeta

(57) Anotace:
Předkládané řešení poskytuje houbu Clavicepspurpurea 
se zvýšenou produkcí námelových alkaloidů, která 
obsahuje v genomu vloženou nukleotidovou sekvenci 
obsahující alespoň jeden gen vybraný z genu trpES76L 
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Houba Clavicepspurpurea se zvýšenou produkcí námelových alkaloidů, způsob její přípravy, 
expresní kazeta

Oblast techniky

Vynález se týká geneticky upravené houby Claviceps purpurea, která je široce používaná ve 
farmaceutickém průmyslu jako produkční mikroorganimus pro svou schopnost produkovat 
námelové alkaloidy, a způsobu genetické úpravy této houby.

Dosavadní stav techniky

Claviceps purpurea, vřeckovýtrusná houba z řádu Hypocreales, patří mezi nej známěj ší producenty 
námelových alkaloidů. Tyto alkaloidy, deriváty kyseliny D-lysergové, jsou široce využívány ve 
farmakologickém průmyslu. Využití těchto látek v lékařství je dáno jejich strukturní podobností 
s neurotransmitery adrenalinem, noradrenalinem a serotoninem, přičemž alkaloidy interagují 
s receptory pro tyto neurotransmitery. V současnosti jsou námelové alkaloidy využívány 
především v porodnictví, k léčbě bolestí hlavy a nemocí souvisejících s prolaktinem. V neposlední 
řadě našly námelové alkaloidy využití též při léčbě Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby.

Produkce námelových alkaloidů pro účely farmaceutického průmyslu je rovnoměrně rozdělena 
mezi polní produkci a produkci v submerzních kulturách. Kmeny C. purpurea schopné produkce 
námelových alkaloidů v submerzních kulturách či houby schopné vyšší produkce alkaloidů in 
planta byly od 60. let 20. stol, získávány UV mutagenezí, chemickou mutagenezí pomocí ethyl- 
methansulfonátu (EMS) nebo N-mcthyl-N-nitro-N-nitrosoguanidinii (NTG) (Brauer KL, Robbers 
JE. (1987), Applied and Environmental Microbiology, 53( 1), 70-73), působením kyseliny dusité 
(Stmadová K., Kybal J. (1976), Planta Medica, 30, 395-398) či ozářením rentgenovými nebo 
gamma paprsky. Tímto způsobem byl získán i kmen Pl C. purpurea odvozený od kmene 1029 
(Keller U. (1983), Applied and Environmental Mcrobiology, 46, 580-584). V tomto kmeni C. 
purpurea byl navíc poprvé identifikován klastr genů pro biosyntézu námelových alkaloidů (tzv. 
EAS klastr) (Tudzynski P, Hólter K, Correia T, Amtz C, Grammel N, Keller U. (1999), Molecular 
and General Genetics MGG, 261(\). 133-141). Tento klastr obsahuje celkem 13 genů, přičemž 
první gen biosyntézy označený jako dmaW kóduje dimethylallyltryptofan synthetasu (DMATS, 
EC: 2.5.1.34), která katalyzuje prenylaci Z-tryptofanu dimethylallyldifosfátem (DMAPP) 
za vzniku 4-y.y-di methylal lyltryptofanu (DMAT). Protože se jedná o klíčový enzym katalyzující 
první reakci biosyntézy námelových alkaloidů, podléhá tento enzym regulaci, je aktivován 
tryptofanem. Kromě aktivace DMATS aminokyselina tryptofan též zpětnovazebně inhibuje 
klíčový enzym vlastní biosyntézy anthranilát synthasu (EC: 4.1.3.27), která katalyzuje přeměnu 
chorismátu na anthranilát v přítomnosti amoniaku (Krupinski VM., Robbers JE, Floss HG. (1976), 
Journal of Bacteriology, 125(1), 158-165). Druhým krokem biosyntézy námelových alkaloidů je 
methylace DMAT za vzniku JV-methyl-dimethylallytryptofanu (MeDMAT). Tento krok je 
katalýzo ván 4-dimethylallyltryptofan Λ'-m ethyl t ran sfc rasou, která je kódována genem EasF. 
Následně dochází ke tvorbě chanoklavinu-I, přičemž reakce je katalyzována chanoklavin-I- 
synthasou, která je kódována genem EasE. Tato reakce je též katalyzována katalasou, která je 
kódována genem EasC. Chanoklavin-I je dále oxidován na chanoklavin-I-aldehyd, reakce je 
katalyzována chanoklavin-I-dehydrogenasou, která je kódována genem EasD. Poté následuje 
isomerace dvojné vazby chanoklavin-I-aldehydu za vzniku isoklavin-I-aldehydu. Tato reakce je 
katalyzována chanoklavin-I-aldehyd oxidoreduktasou, která je kódována genem EasA. Isoklavin- 
I-aldehyd je redukován na agroklavin za katalýzy agroklavin synthasou, která je kódována genem 
EasG. Následuje oxidace agroklavinu na elymoklavin a jeho následná oxidace na kyselinu 
lysergovou. Tyto reakce jsou katalyzovány NADPH-dependentní cytochrom P450 
monooxygenasou, která je kódována genem CloA. Klastr pro biosyntézu ergopeptinů je u C. 
purpurea tvořen čtyřmi geny IpsAl, lpsA2, IpsB a IpsC, které kódují neribozomální peptidové 
synthetasy. Gen IpsAl kóduje trimodulámí lysergyl peptidovou synthetasu LPS1. Tento enzym má 
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podobnou funkci jako enzym LPS4, který je kódován genem lpsA2. Odlišnost těchto enzymů 
spočívá nejspíše pouze ve schopnosti vázat různé aminokyseliny, které jsou součástí ergopeptinů. 
Gen IpsB kóduje monomodulámí enzym LPS2, který aktivuje řetězec kyseliny D-lysergové. Po 
aktivaci kyseliny D-lysergové enzymem LPS2 je kyselina přenesena na LPS1, který obsahuje tři 
domény pro vazbu tří aminokyselin. Po jejich navázání dochází ke vzniku peptidového laktamu, 
jehož následná cyklizace je katalyzována dioxygenasou, která je kódována genem easH. Gen IpsC 
kóduje monomodulámí synthetasu LPS3, která společně s LPS2 katalyzuje biosyntézu ergonovinu 
(Florea S., Panaccione D. G., Schardl C. L. (2017), Phytopathology, 107(5), 504-518).

Metoda genetické transformace C. purpurea využívající polyethyleglykol byla poprvé použita 
v roce 1989 (van Engelenburg F, Smit R, Goosen T, van den Broek H, Tudzynski P. (1989), 
Applied  Microbiology and Biotechnology, 30, 364-370). V případě genů zapojených do biosyntézy 
námelových alkaloidů byli touto metodou získáni deleční mutanti AEasE C. purpurea Pia následní 
komplementanti SEasE C. purpurea Pl exprimující EasE-gfp (Lorenz N., Olšovská J., Sulc M., 
Tudzynski P. (2010), Applied and Environmental Mikrobiology, 76(6), 1822-1830) a deleční 
mutanti AlpsAl v Aku70 C. purpurea Pl (Haarmann T., Lorenz N., Tudzynski P. (2008), Fungal 
Genetics and Biology, ^5(1), 35-44).

V roce 2012 byly za použití metody kvasinkového rekombinačního klonování připraveny vektory 
obsahující trpC promotor A. nidulans a gen kódující ogfp (egfp kodon optimalizovaný pro expresi 
v houbě Botrytis cinerea) (Schumacher J. (2012), Fungal Genetics and Biology, 49,483-497). Tyto 
vektory byly dále použity na transformaci C. purpurea pro účely lokalizace či nadexprese 
vybraných genů. Jednalo se o nadexpresi regulační podjednotky NADPH oxidasového komplexu 
CpNoxR, katalytické podjednotky CpNoxl, funkční podjednotky CpNox2 a tetraspaninu CpPlsl 
(Schůrmann J., Buttermann D., Herrmann A., Giesbert S., Tudzynski P. (2013), Molecular Plant- 
Microbe Interactions, 26(10), 1151-1164) či nadexpresi Rho GTPas CpRac a CpCdc42, GEF 
faktorů CpCdc24 a CpDockl80, GTPasového efektoru CpSte20 či proteinu CpBeml (Herrmann 
A, Tillmann BA, Schůrmann J, Bólker M, Tudzynski P. (2014), Eukaryotic Cell, EC-00332). Tyto 
vektory byly také použity například pro nadexpresi a lokalizaci tRNA-IPT (Hinsch J., Galuszka P., 
Tudzynski P. (2016), New Phytologist, 211(3), 980-992) a ZmCkxl v C. purpurea 20.1 (Kind S., 
Hinsch J., Vrabka J., Hradilová M., Majeská-Cudejková M., Tudzynski P., Galuszka P. (2018), 
Current Genetics, 64(6), 1303-1319).

Kmen Pl není jediným kmenem C. purpurea, který produkuje námelové alkaloidy (konkrétně 
ergotamin a ergotaminin, α-ergokryptin a α-ergokryptinin) v submerzní kultuře, tuto vlastnost mají 
také například kmen 275 FI produkující ergotamin (Arcamone F., Cassinenelli G., Femiřni G., 
Penco S., Pennella P., Pol C. (1970), Canadian Journal of Microbiology, 76(10), 923-931) nebo 
kmen 59 (Křen V., Pažoutová S., Sedmera P., Rylko V., Řeháček Z. (1986), FEMS Microbiology 
Letters, 37(1), 31-34). Další rozvoj techniky významně podpořilo získání sekvence genomu C. 
purpurea kmene 20.1 (Schardl CL et al. (2013), PLoS Genetics, 9(2), el003323).

Úkolem předkládaného vynálezu je zvýšit produkci námelových alkaloidů houbami C. purpurea 
reprodukovatelným postupem.

Podstata vynálezu

Předkládaný vynález poskytuje geneticky upravené transformanty houby Claviceps purpurea pro 
zvýšenou produkci námelových alkaloidů, které obsahují v genomu vloženou nukleotidovou 
sekvenci obsahující alespoň jeden gen vybraný z genu (trpE) kódujícího anthranilát synthasu 
s mutací S76L, a genu dmaWkódujícího dimethylallyltryptofan synthetasu, přičemž vložený gen 
je pod kontrolou konstitutivního promotoru. Manipulací genů pro biosyntézu aminokyseliny 
tryptofanu a jeho následnou přeměnu na klíčový meziprodukt biosyntézy námelových alkaloidů 
dochází k výraznému zvýšení produkce těchto alkaloidů v modifikované houbě, což umožní jejich 
efektivnější a ekonomičtější produkci.
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U houby Claviceps purpurea se vložením genu kódujícího klíčový enzym pro produkci 
aminokyseliny tryptofanu anthranilát synthasu s mutací S76L, pod konstitutivní promotor, 
odblokuje zpětnovazebná inhibice biosyntézy této aminokyseliny, čímž se posílí biosyntetická 
dráha vedoucí k produkci námelových alkaloidů. Biosyntéza námelových alkaloidů se také zvýší 
vložením genu pro přeměnu tryptofanu na dimethylallyltryptofan, klíčový meziprodukt biosyntézy 
námelových alkaloidů, pod konstitutivní promotor. Takto geneticky upravené mikroorganismy 
jsou vhodné pro uplatnění při výrobě námelových alkaloidů pro farmaceutický průmyslový sektor.

Gen kódující anthranilát synthasu (TrpE) s mutací S76L, tj. gen nesoucí mutaci kodónu 
aminokyseliny šeřinu (kodón AGC) v pozici 76 na kodón leucinu (kodón CTC) má sekvenci SEQ 
ID NO. 1.

Gen kódující dimethylallytryptofan synthetasu (DmaW) má sekvenci SEQ ID NO. 2.

Oba dva uvedené geny jsou geny pocházející z houby Claviceps purpurea, případně upravené 
vnesením mutace, a vložené do genomu houby Claviceps purpurea pod kontrolu konstitutivního 
promotoru. Výsledný mikroorganismus tedy nese své původní geny trpE a dmaW, a zároveň nese 
genetickou transformací vnesený uvedený alespoň jeden gen pod kontrolou konstitutivního 
promotoru.

Vložená nukleotidová sekvence dále obsahuje terminátor (například Gluc terminátor) a může 
obsahovat kodon-optimalizovaný gen ogfp kódující zelený fluorescenční protein pro expresi v 
Botrytis cinerea.

V rámci předkládaného vynálezu bylo zjištěno, že množství námelových alkaloidů v submerzní 
kultuře, myceliu i médiu transformovaného Claviceps purpurea podle předkládaného vynálezu je 
významně vyšší než množství námelových alkaloidů v nemodifikovaném kmenu Claviceps 
purpurea.

Vložené nukleotidové sekvence jsou řízeny konstitutivním promotorem. Zvláště výhodnými 
konstitutivními promotory jsou OliC promotor jaderného genu kódujícího podjednotku 9 
mitochondriální ATP synthetasy nebo gpdA promotor genu kódujícího glyceraldehyd-3-fosfát 
dehydrogenasu, oba z Aspergillus nidulans.

V jednom výhodném provedení jsou geneticky upravené transformanty houby Claviceps purpurea 
pro zvýšenou produkci námelových alkaloidů podle předkládaného vynálezu vybrány ze skupiny 
zahrnující kmeny označené v příkladech jako OE TrpE S76L 4, OE ogfp dmaW 8, a uložené 
v České sbírce mikroorganismů (CCM) pod názvem a označením kmene „Claviceps purpurea PN 
s vloženým genem TrpE s mutací S76L (Cp TrpE SL)“, resp. „Claviceps purpurea PN s vloženým 
genem ogfp-dmaW (Cp dmaW)“.

Předmětem vynálezu je také způsob přípravy geneticky upravených transformantů houby 
Claviceps purpurea, při němž se připraví expresní kazeta obsahující nukleotidovou sekvenci 
obsahující alespoň jeden gen vybraný z genu kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L, a genu 
dmaW kódujícího dimethylallyltryptofan synthetasu, přičemž tento gen je pod kontrolou 
konstitutivního promotoru, a terminátor, popřípadě také kodon-optimalizovaný gen ogfp kódující 
zelený fluorescenční protein pro expresi v Botrytis cinerea, a tato expresní kazeta se vloží do 
genomu houby Claviceps purpurea.

Expresní kazeta může být připravena například kvasinkovou rekombinací.

S výhodou se expresní kazeta vloží pomocí metody transformace protoplastů.
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Předmětem vynálezu je dále expresní kazeta, která obsahuje konstitutivní promotor, alespoň jeden 
gen vybraný z genu kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L, a genu dmaW kódujícího 
dimethylallyltryptofan synthetasu, a terminátor. Promotorem je s výhodou OliC promotor 
jaderného genu kódující podjednotku 9 mitochondriální ATP synthetasy z Aspergillus nidulans 
nebo gpdA promotor genu kódujícího glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenasu z Aspergillus 
nidulans. Terminátorem je s výhodou Gluc terminátor.

Expresní kazeta může volitelně dále jako kódující sekvenci obsahovat kodon-optimalizovaný gen 
ogfp kódující zelený fluorescenční protein pro expresi v Botrytis cinerea, který slouží jako N- 
koncová fúzní doména cílového enzymu.

V jednom výhodném provedení expresní kazeta obsahuje: OliC promotor: TrpE57“:: Gluc 
terminátor a má sekvenci SEQ ID NO. 3.

V dalším výhodném provedení expresní kazeta obsahuje: OliC promotor:.ogfp-dmaW::Gluc 
terminátor a má sekvenci SEQ ID NO. 4.

Předmětem předkládaného vynálezu je dále použití uvedených expresních kazet pro přípravu 
houby Claviceps purpurea jako produkčního mikroorganismu pro výrobu námelových alkaloidů.

Nukleotidová sekvence genu trpE kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L (1840 bp, 
SEQ ID NO. 1)

ATGGCGAGCCCGGTAAGTACTGCATGCGCCCCTCTGGCCGAATTGGCCCTCTTCCCG 
GCGCGGCGCAGTAGGAATAGCCTCCAAAAAGACACAAAGCCTGACTCTTGAGAATC 
GCGAATCCAAAAAAACACAGCAGGCCATCGTCCCTACGCTCGAGACCGTGCGATCC 
ATCATTGCGAAACCCCCCGTCGGATCCGCCAAAAAAGCCACCCTCGTGCCCGTATAC 
CGCCAAATCTCCTCGGACCTCATCACCCCCTCGGCGGCCTACCTCAAAATCTCAGCC 
GCCTCCTCCTCCGACTACTCCTTCCTCTTCGAGTCCGCCGCCACAGAGCAAGTCGGCC 
GGTATCTCTTCGTAGGCGCCGGCCCGCGCAAAGTCCTCGCCACCGGACCAGGCTACG 
GCCCCGAAACAGACCCCCTTCCCGCACTGGAAGCAGAACTAGCTCAACATGTCGTCG 
CGCATGTGCCAGGTCTCCAGCTGCCTCCTCTTACCGGCGGCGCAATCGGCTACGTGG 
GCTACGACTGCGTACGGTACTTTGAGCCCAAGACCGCGCGGCCCATGAAAGATGTCC 
TACAAATCCCAGAATCACTCTTCATGCTCTTCGACACAATTGTCGCGTTTGATCGCTT 
CTACGGCATCATCAAGGTCATCAGCTACGTGGCCGTTCCGGAAGACGACGGTACCAC 
CAGCCTAGAAGAGGCCTACGAAAAAGCCGAGCGCGCAATCCACCAACTCGTCCAGG 
TCCTCAACTCAACAGAGATTGACCTCCCGACCCAAGACCCCATCCAGCTCGGCCACG 
AAGCCACCTCGAATATCGGCCAAGCGGGCTACGAGGCCCACGTGACCAAACTCAAG 
GAGCACATCGTCAAGGGGGATATCTTCCAGTGTGTGCCCTCGCAGCGGTTTGCGCGC 
CCGACGAGTCTGCACCCGTTCAATATCTACAGGCATCTCCGGACGGTGAATCCCTCG 
CCGTACCTCTTTTATGTGAATTGCAAGGATTTCCAGATTGTAGGTGCCTCGCCTGAAT 
TGCTCGTCAAGTCCGAGGCCGGGCGTATCATCACGCATCCCATTGCTGGGACAGTCA 
AGCGCGGCAGCACACCCGAGGAGGACCAGCGCTTGGCGGATGAGCTGAGTAGTTCG 
CTCAAGGACCGCGCGGAGCATGTCATGCTTGTTGATTTGGCTCGGAATGACATCAAC 
CGCGTAGGGGACCCGTATTCCGTCCGCGTGGACCGCCTTATGGTCGTGGAGAAGTTT 
AGCCATGTCCAGCATCTTGTTTCGCAGGTCTCAGGGGTGCTGCGGCCGGATAAGACG 
CGCTTTGATGCGTTTCGATCGGTTTTCCCCGCGGGGACGGTCTCGGGAGCGCCCAAG 
GTGCGGGCGATGGAACTGATTGCCGAGTTGGAGAAGGAGAAGAGGGGGGTGTATGC 
TGGCGCGGTGGGCTACTTTGGGTATGGGAGCCAGGATGAGAATGGGGGCGCTGTGG 
AGGGGGCTATGGATACGTGTATTGCGTTGAGGACGATGTTGGTCAAGGACGGGGTG 
GCGTATTTGCAGGCAGGTTCGTACAGATCTTGGTTGAGCCAAGGATTCCCCCCCCTCT 
CTTCCCCTTTTCTTGCTGTCACGTTACGCATTTCTATGCACGGTACGCACTCCTGAGA 
GAAAATACAGTTTGCTAACACTTCCCCCCCCTTTTTTTTTGCTTTCGATTTAGGAGGC 
GGAATTGTGTTTGATTCAGACGAATACGATGAGTGGATCGAGACGATCAACAAGCTC
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GGCAGCAACATGACGTGCATCAAGTCAGCAGAGGAGATGTATTACCAGCAGCAGCA 
AAACGAGAAAACCACATAG

Nukleotidová sekvence genu dmaW kódujícího dimethylallyltryptofan synthasu (1466 bp, 
SEQ ID NO. 2)

ATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAACGGTGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATTTTT 
GATTTCCCCAGCAATGAACAGCGACTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCG 
GCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCAATACCGGCATCTGGGCATT 
TTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTCTTGGTGTCTATCCAACAAAAGACAAGGAAAGA 
TGGCTCAGCATCCTCACCAGATGTGGCCTTCCTTTGGAATTGAGCTTGAATTGTACCG 
ACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAATGAAGTGACGGGGACGGAGAAA 
GATCCGTTCAATACATTGGCAATTATGGCAAGTGTCCAAAAACTTGCACAGATTCAA 
GCGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCAAAGATGAGCTGACGCTGGACGAA 
TCGGAATCGGCCACACTTCAAAGTAATGAGCTGGTCAAGGAGCAGATAAAGACGCA 
GAACAAGTTGGCCTTGGATCTCAAAGAAAGCCAGTTCGCGCTCAAAGTTTACTTCTA 
TCCGCATCTTAAATCGATCGCGACCGGCAAATCCACACACGATCTCATCTTCGACTC 
TGTGTTCAAACTGTCGCAGAAGCATGACAGCATACAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTG 
CGACTATGTTTCGCGGCGAAATCATTCCGCAGAATCAGACCAACACATAGCCCTACA 
TGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCAAGTCTCGCGTCAAGATATAC 
CTGCTGGAGAAGACGGTCTCGTTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGCTGGGCGGC 
CAACGAGTCGACGCATCCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGCTCTGGAGC 
CTGCTAAAAGTTCCCACTGGCCACTTGGAGTATCCAAAAGGGTATCTGGAATTGGGA 
GAAATTCCGAACGAGCAGCTCCCATCCATGGCCAACTATACACTGCACCACAACAAC 
CCCATGCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGAAATC 
AGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCAACGTCACGGATTTGACGACATGGCGAAAAAG 
TACCGAGTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTGCTCCGAGCCCGATCGATAGGCAAC 
AGGTGTCTAACAATTAGCCCCCTTTCTCCTACAGCCCGTATCATGACTTTGAGTCATT 
GAACTACCTCCACGCATATATCTCATTCTCTTACCGTCGAAACAAGCCGTATTTGAGC 
GTATATTTGCATACGTTTGAGACTGGTCGTTGGCCCGTTGGTGAGTCTACCGAACTTT 
ATCAACATGGGCTCCGCAAGCTGAACAATTTCCTAGTTGCCGACAGCCCAATTTCTTT 
CGACGCCTACCGGCGCTGTGACCTCTCAACGAAGTAG

SEQ ID NO. 3

Pozice jednotlivých funkčních úseků

OliC promotor - 1-845 bp

trpE S76L - 846 - 2685 bp

Gluc terminátor - 2686-3185 bp

TGCAGCTGTGGAGCCGCATTCCCGATTCGGGCCGGATTGGTCAAGATTTGCGTCCGA 
GGTGCCGTCTATCATTCTAGCTTGCGGTCCTGGGCTTGTGACTGGTCGCGAGCTGCCA 
CTAAGCGGGGCAGTACCATTTTATCGGACCCATCCAGCTATGGGACCCACTCGCAAA 
TTTTTACATCATTTTCTTTTTGCTCAGTAACGGCCACCTTTTGTAAAGCGTAACCAGC 
AAACAAATTGCAATTGGCCCGTAGCAAGGTAGTCAGGGCTTATCGTGATGGAGGAG 
AAGGCTATATCAGCCTCAAAAATATGTTGCCAGCTGGCGGAAGCCCGGAAGGTAAG 
TGGATTCTTCGCCGTGGCTGGAGCAACCGGTGGATTCCAGCGTCTCCGACTTGGACT 
GAGCAATTCAGCGTCACGGATTCACGATAGACAGCTCAGACCGCTCCACGGCTGGC 
GGCATTATTGGTTAACCCGGAAACTCAGTCTCCTTGGCCCCGTCCCGAAGGGACCCG 
ACTTACCAGGCTGGGAAAGCCAGGGATAGAATACACTGTACGGGCTTCGTACGGGA 
GGTTCGGCGTAGGGTTGTTCCCAAGTTTTACACACCCCCCAAGACAGCTAGCGCACG 
AAAGACGCGGAGGGTTTGGTGAAAAAAGGGCGAAAATTAAGCGGGAGACGTATTTA
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GGTGCTAGGGCCGGTCTCCTCCCCATTTTTCTTCGGTTCCCTTTCTCTCCTGGAAGACT 
TTCTCTCTCTCTTCTTCTCTTCTTCCATCCTCAGTCCATCTTCCTTTCCCATCATCCATC 
TCCTCACCCCCATCTCAACTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCGAGCCCG 
GTAAGTACTGCATGCGCCCCTCTGGCCGAATTGGCCCTCTTCCCGGCGCGGCGCAGT 
AGGAATAGCCTCCAAAAAGACACAAAGCCTGACTCTTGAGAATCGCGAATCCAAAA 
AAACACAGCAGGCCATCGTCCCTACGCTCGAGACCGTGCGATCCATCATTGCGAAAC 
CCCCCGTCGGATCCGCCAAAAAAGCCACCCTCGTGCCCGTATACCGCCAAATCTCCT 
CGGACCTCATCACCCCCTCGGCGGCCTACCTCAAAATCTCAGCCGCCTCCTCCTCCG 
ACTACTCCTTCCTCTTCGAGTCCGCCGCCACAGAGCAAGTCGGCCGGTATCTCTTCGT 
AGGCGCCGGCCCGCGCAAAGTCCTCGCCACCGGACCAGGCTACGGCCCCGAAACAG 
ACCCCCTTCCCGCACTGGAAGCAGAACTAGCTCAACATGTCGTCGCGCATGTGCCAG 
GTCTCCAGCTGCCTCCTCTTACCGGCGGCGCAATCGGCTACGTGGGCTACGACTGCG 
TACGGTACTTTGAGCCCAAGACCGCGCGGCCCATGAAAGATGTCCTACAAATCCCAG 
AATCACTCTTCATGCTCTTCGACACAATTGTCGCGTTTGATCGCTTCTACGGCATCAT 
CAAGGTCATCAGCTACGTGGCCGTTCCGGAAGACGACGGTACCACCAGCCTAGAAG 
AGGCCTACGAAAAAGCCGAGCGCGCAATCCACCAACTCGTCCAGGTCCTCAACTCA 
ACAGAGATTGACCTCCCGACCCAAGACCCCATCCAGCTCGGCCACGAAGCCACCTCG 
AATATCGGCCAAGCGGGCTACGAGGCCCACGTGACCAAACTCAAGGAGCACATCGT 
CAAGGGGGATATCTTCCAGTGTGTGCCCTCGCAGCGGTTTGCGCGCCCGACGAGTCT 
GCACCCGTTCAATATCTACAGGCATCTCCGGACGGTGAATCCCTCGCCGTACCTCTTT 
TATGTGAATTGCAAGGATTTCCAGATTGTAGGTGCCTCGCCTGAATTGCTCGTCAAGT 
CCGAGGCCGGGCGTATCATCACGCATCCCATTGCTGGGACAGTCAAGCGCGGCAGC 
ACACCCGAGGAGGACCAGCGCTTGGCGGATGAGCTGAGTAGTTCGCTCAAGGACCG 
CGCGGAGCATGTCATGCTTGTTGATTTGGCTCGGAATGACATCAACCGCGTAGGGGA 
CCCGTATTCCGTCCGCGTGGACCGCCTTATGGTCGTGGAGAAGTTTAGCCATGTCCA 
GCATCTTGTTTCGCAGGTCTCAGGGGTGCTGCGGCCGGATAAGACGCGCTTTGATGC 
GTTTCGATCGGTTTTCCCCGCGGGGACGGTCTCGGGAGCGCCCAAGGTGCGGGCGAT 
GGAACTGATTGCCGAGTTGGAGAAGGAGAAGAGGGGGGTGTATGCTGGCGCGGTGG 
GCTACTTTGGGTATGGGAGCCAGGATGAGAATGGGGGCGCTGTGGAGGGGGCTATG 
GATACGTGTATTGCGTTGAGGACGATGTTGGTCAAGGACGGGGTGGCGTATTTGCAG 
GCAGGTTCGTACAGATCTTGGTTGAGCCAAGGATTCCCCCCCCTCTCTTCCCCTTTTC 
TTGCTGTCACGTTACGCATTTCTATGCACGGTACGCACTCCTGAGAGAAAATACAGT 
TTGCTAACACTTCCCCCCCCTTTTTTTTTGCTTTCGATTTAGGAGGCGGAATTGTGTTT 
GATTCAGACGAATACGATGAGTGGATCGAGACGATCAACAAGCTCGGCAGCAACAT 
GACGTGCATCAAGTCAGCAGAGGAGATGTATTACCAGCAGCAGCAAAACGAGAAAA 
CCACATAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGGGGTTGAGGGGAAGGATTATGG 
CTGAGGAAGTGGTTTCTGATTCGTCTTGTACATAAGTATTAGCATGGACCCTTGTGGA 
GGTATTTGCTCAAAGGGGGTGTTTTAGCGGAAGACAAAAGAGGGCGGAATTAAATC 
TCAATCCGTTTTCAACTTTGAAAATCTTGATCCAACATTGTGATTCCATGTATTTGTG 
CAACCAAGTTTTTCATCATTGATTCTGCTGTAATGTGAACAAACTACAAGTAGGAGG 
ACATTTGTTTAAAGTTTTCAGCTCACGTGGTATTGTGGCCTGACAGGAGCACAAACG 
CCGTTTTTGAGAAAACGAAAGTTTGGAATTGACCATCCACAACCACATGCGTTTCCT 
ATGATACACCTCATGTGGCGTTACCATATGATATTCGGTTTCATATCTAGGCAAAGA 
GGAGAACATCATACGTACATCTGATTTGACAACCCCTTCCCCCCAACAAGAT

SEQ ID NO. 4

Pozice jednotlivých funkčních úseků

OliC promotor - 1-845 bp

ogfp bez stop kodonu - 846 - 1622 bp

dmaW- 1623 - 3088 bp
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Glue terminátor - 3089-3588 bp

TGCAGCTGTGGAGCCGCATTCCCGATTCGGGCCGGATTGGTCAAGATTTGCGTCCGA 
GGTGCCGTCTATCATTCTAGCTTGCGGTCCTGGGCTTGTGACTGGTCGCGAGCTGCCA 
CTAAGCGGGGCAGTACCATTTTATCGGACCCATCCAGCTATGGGACCCACTCGCAAA 
TTTTTACATCATTTTCTTTTTGCTCAGTAACGGCCACCTTTTGTAAAGCGTAACCAGC 
AAACAAATTGCAATTGGCCCGTAGCAAGGTAGTCAGGGCTTATCGTGATGGAGGAG 
AAGGCTATATCAGCCTCAAAAATATGTTGCCAGCTGGCGGAAGCCCGGAAGGTAAG 
TGGATTCTTCGCCGTGGCTGGAGCAACCGGTGGATTCCAGCGTCTCCGACTTGGACT 
GAGCAATTCAGCGTCACGGATTCACGATAGACAGCTCAGACCGCTCCACGGCTGGC 
GGCATTATTGGTTAACCCGGAAACTCAGTCTCCTTGGCCCCGTCCCGAAGGGACCCG 
ACTTACCAGGCTGGGAAAGCCAGGGATAGAATACACTGTACGGGCTTCGTACGGGA 
GGTTCGGCGTAGGGTTGTTCCCAAGTTTTACACACCCCCCAAGACAGCTAGCGCACG 
AAAGACGCGGAGGGTTTGGTGAAAAAAGGGCGAAAATTAAGCGGGAGACGTATTTA 
GGTGCTAGGGCCGGTCTCCTCCCCATTTTTCTTCGGTTCCCTTTCTCTCCTGGAAGACT 
TTCTCTCTCTCTTCTTCTCTTCTTCCATCCTCAGTCCATCTTCCTTTCCCATCATCCATC 
TCCTCACCCCCATCTCAACTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGTTTCCAAGG 
GTGAGGTAAGTAATCCCGTGCAATGTCCCAAGACTCTTCTCTAATACTTCTACCAGG 
AGCTTTTCACTGGCGTCGTTCCAATCTTGGTCGAACTCGATGGTGACGTCAATGGCCA 
TAAGTTCTCAGTCAGCGGAGAGGGTGAGGGAGACGCTACATATGGTAAATTGACTCT 
TAAGTTCATCTGCACCACAGGTAAATTGCCTGTACCTTGGCCTACACTCGTCACCACC 
CTCACCTACGGAGTTCAATGCTTTTCCCGTTACCCAGATCACATGAAACAACATGAC 
TTTTTCAAGTCTGCAATGCCAGAGGGATATGTCCAAGAGAGAACAATCTTCTTTAAG 
GATGACGGAAATTATAAGACTCGTGCCGAGGTTAAGTTCGAGGGTGATACTCTCGTC 
AACCGTATTGAGTTGAAGGGCATCGATTTCAAGGAAGACGGAAATATCCTCGGCCAT 
AAGCTTGAATACAACTACAACAGTCACAACGTTTATATCATGGCCGACAAGCAAAA 
AAATGGAATCAAGGTCAACTTCAAAATCAGACACAACATTGAGGATGGCTCTGTTCA 
ATTGGCAGATCACTACCAACAGAATACTCCAATTGGTGATGGTCCAGTCTTGCTCCC 
AGATAACCATTACCTCTCCACTCAATCTGCTCTTTCAAAGGACCCTAACGAAAAGCG 
TGACCACATGGTTCTTCTCGAATTTGTCACAGCAGCCGGAATTACCTTGGGAATGGA 
TGAACTTTACAAAGCGGCCGCTATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAACGGTGTGT 
ACGAAATTTTGAGTCTGATTTTTGATTTCCCCAGCAATGAACAGCGACTATGGTGGC 
ACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACG 
ACCAATACCGGCATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTCTTGGTGTCTA 
TCCAACAAAAGACAAGGAAAGATGGCTCAGCATCCTCACCAGATGTGGCCTTCCTTT 
GGAATTGAGCTTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAA 
TGAAGTGACGGGGACGGAGAAAGATCCGTTCAATACATTGGCAATTATGGCAAGTG 
TCCAAAAACTTGCACAGATTCAAGCGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCA 
AAGATGAGCTGACGCTGGACGAATCGGAATCGGCCACACTTCAAAGTAATGAGCTG 
GTCAAGGAGCAGATAAAGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATCTCAAAGAAAGCCA 
GTTCGCGCTCAAAGTTTACTTCTATCCGCATCTTAAATCGATCGCGACCGGCAAATCC 
ACACACGATCTCATCTTCGACTCTGTGTTCAAACTGTCGCAGAAGCATGACAGCATA 
CAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTGCGACTATGTTTCGCGGCGAAATCATTCCGCAGAA 
TCAGACCAACACATAGCCCTACATGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCC 
GCCAAGTCTCGCGTCAAGATATACCTGCTGGAGAAGACGGTCTCGTTGTCCGTGATG 
GAAGATCTGTGGACGCTGGGCGGCCAACGAGTCGACGCATCCACCATGGACGGCCT 
TGACATGCTTCGCGAGCTCTGGAGCCTGCTAAAAGTTCCCACTGGCCACTTGGAGTA 
TCCAAAAGGGTATCTGGAATTGGGAGAAATTCCGAACGAGCAGCTCCCATCCATGGC 
CAACTATACACTGCACCACAACAACCCCATGCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGT 
TTTCGGCATGAATGACGCCGAAATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCAACGTCAC 
GGATTTGACGACATGGCGAAAAAGTACCGAGTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTG 
CTCCGAGCCCGATCGATAGGCAACAGGTGTCTAACAATTAGCCCCCTTTCTCCTACA 
GCCCGTATCATGACTTTGAGTCATTGAACTACCTCCACGCATATATCTCATTCTCTTA 
CCGTCGAAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATACGTTTGAGACTGGTCGTTG 
GCCCGTTGGTGAGTCTACCGAACTTTATCAACATGGGCTCCGCAAGCTGAACAATTT
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AAGTAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGGGGTTGAGGGGAAGGATTATGGCT 
GAGGAAGTGGTTTCTGATTCGTCTTGTACATAAGTATTAGCATGGACCCTTGTGGAG 
GTATTTGCTCAAAGGGGGTGTTTTAGCGGAAGACAAAAGAGGGCGGAATTAAATCT 
CAATCCGTTTTCAACTTTGAAAATCTTGATCCAACATTGTGATTCCATGTATTTGTGC 
AACCAAGTTTTTCATCATTGATTCTGCTGTAATGTGAACAAACTACAAGTAGGAGGA 
CATTTGTTTAAAGTTTTCAGCTCACGTGGTATTGTGGCCTGACAGGAGCACAAACGC 
CGTTTTTGAGAAAACGAAAGTTTGGAATTGACCATCCACAACCACATGCGTTTCCTA 
TGATACACCTCATGTGGCGTTACCATATGATATTCGGTTTCATATCTAGGCAAAGAG 
GAGAACATCATACGTACATCTGATTTGACAACCCCTTCCCCCCAACAAGAT

Objasnění výkresů

Obr. 1: Schéma přípravy expresních vektorů pomocí kvasinkového rekombinačního klonování. 
VektorpNDH-OGG obsahující ogfp (A), klonování mutované verze TrpE (amplifikace genu TrpE 
z genomové DNA ve dvou částech, hvězdičkou je znázorněna poloha mutace) do pNDH-OGG 
s vyštěpeným ogfp (B), klonování dmaW (naN-konci DMATS fuze s ogfp) do pNDH-OGG (C). 
3': 3'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea.

Obr. 2: PCR detekce transgenů v geneticky modifikovaných houbách C. purpurea (kmenPl) 
exprimujících mutovanou verzi TrpE (TrpES76L) pod kontrolou konstitutivního OliC promotoru 
(PoliC). Detekovaná oblast transgenní DNA je znázorněna pomocí šipek. Černé šipky znázorňují 
primery nasedající na promotor OliC a terminátor GluC, mezi kterými se nachází vložený gen. 
Šedé šipky znázorňují primery nasedající do čtecího rámce hph genu, 3': 3'flank nitrát reduktasy 
Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce části promotoru Olic, 
genu a části terminátoru GluC. Velikost amplikonu 2353 bp (B). Detekce hph genu. Velikost 
amplikonu 366 bp (C). M: marker molekulových hmotností, 3, 4, 12: nezávislí transformanti C. 
purpurea s integrovaným transgenem, PK: pozitivní kontrola (plazmidová DNA nesoucí transgen), 
NK: negativní kontrola (gDNA kontrolní WT houby).

Obr. 3: PCR detekce transgenů v geneticky modifikované houbě C. purpurea (kmenPl) 
exprimující ogfp pod kontrolou konstitutivního OliC promotoru (PoliC). Detekovaná oblast 
transgenní DNA je znázorněna pomocí šipek. Černé šipky znázorňují primery nasedající 
na promotor OliC a terminátor GluC, mezi kterými se nachází vložený gen. Šedé šipky znázorňují 
primery nasedající do čtecího rámce hph genu, 3': 3'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea, 5': 
5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce části promotoru Olic, genu a části 
terminátoru GluC. Velikost amplikonu 1292 bp (B). Detekce hph genu. Velikost amplikonu 366 
bp (C). M: marker molekulových hmotností, 1: transformant C. purpurea s integrovaným 
transgenem, PK: pozitivní kontrola (plazmidová DNA nesoucí transgen), NK: negativní kontrola 
(gDNA kontrolní WT houby).

Obr. 4: PCR detekce transgenů v geneticky modifikovaných houbách C. purpurea (kmenPl) 
exprimujících dmaWfúzované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou konstitutivního OliC promotoru 
(PoliC). Detekovaná oblast transgenní DNA je znázorněna pomocí šipek. Černé šipky znázorňují 
primery nasedající na promotor OliC a terminátor GluC, mezi kterými se nachází vložený gen. 
Šedé šipky znázorňují primery nasedající do čtecího rámce hph genu, 3': 3'flank nitrát reduktasy 
Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A).

Detekce části promotoru Olic, genu a části terminátoru GluC. Velikost amplikonu 3098 bp (B). 
Detekce hph genu. Velikost amplikonu 366 bp (C). M: marker molekulových hmotností, 7, 8, 13: 
nezávislí transformanti C. purpurea s integrovaným transgenem, PK: pozitivní kontrola 
(plazmidová DNA nesoucí transgen), NK: negativní kontrola (gDNA kontrolní WT houby).
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Obr. 5: RT-PCR detekce transgenů v geneticky modifikovaných houbách C. purpurea (kmen Pl) 
exprimujících mutovanou verzi TrpE (TrpE S76L) nebo dmaWfúzované s ogfp (ogfp-dmaW) a volné 
ogfp pod kontrolou konstitutivního OliC promotoru (PoliC). Detekce hph genu. Velikost 
amplikonu 366 bp (A). Detekce y-aktinu. Velikost amplikonu 636 bp (Β). M: marker molekulových 
hmotností, NK: negativní kontrola (gDNA kontrolní WT houby), 4, 12: nezávislí transformanti C. 
purpurea exprimující mutovanou verzi TrpE S76L\ 1: transformant C. purpurea exprimující ogfp', 8, 
13: nezávislí transformanti C. purpurea Pl exprimující dmaWs ogfp.

Obr. 6: PCR detekce transgenů v myceliích WT a geneticky modifikovaných hub C. purpurea 
(kmen Pl) exprimujících mutovanou verzi TrpE (TrpE S76L) pod kontrolou konstitutivního OliC 
promotoru (PoliC) po 10ti denní inkubaci v T25N indukčním médiu. Detekovaná oblast transgenní 
DNA je znázorněna pomocí šipek. Černé šipky znázorňují primery nasedající na promotor OliC a 
terminátor GluC, mezi kterými se nachází vložený gen, 3': 3'flank nitrát reduktasy Botrytis 
cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce části promotoru Olic, genu a 
části terminátoru GluC. Velikost amplikonu 2353 bp (Β). M: marker molekulových hmotností, 4, 
12: : nezávislí transformanti C. purpurea exprimující mutovanou verzi TrpES76L , PK: pozitivní 
kontrola (plazmidová DNA nesoucí transgen - mutovsanou verzi TrpE s™). NK: negativní kontrola 
(gDNA kontrolní WT houby), A-F: 6 biologických replikátů.

Obr. 7: PCR detekce transgenů v myceliích WT a geneticky modifikovaných hub C. purpurea 
(kmen Pl) exprimujících mutovanou verzi TrpE (TrpE S76L) pod kontrolou konstitutivního OliC 
promotoru (PoliC) po 10ti denní inkubaci v T25N indukčním médiu. Detekovaná oblast transgenní 
DNA je znázorněna pomocí šipek. Šedé šipky znázorňují primery nasedající do čtecího rámce hph 
genu, 3': 3'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). 
Detekce hph genu. Velikost amplikonu 366 bp (Β). M: marker molekulových hmotností; 4, 12: : 
nezávislí transformanti C. purpurea exprimující mutovanou verzi TrpES76L , PK: pozitivní kontrola 
(plazmidová DNA nesoucí transgen - mutovsanou verzi TrpE S76L NK: negativní kontrola (gDNA 
kontrolní WT houby), A-F: 6 biologických replikátů.

Obr. 8: PCR detekce transgenů v myceliích WT a geneticky modifikovaných hub C. purpurea 
(kmen Pl) exprimujících ogfp nebo dmaW fúzované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou 
konstitutivního OliC promotoru (PoliC) po 14ti denní inkubaci v T25N indukčním médiu. 
Detekovaná oblast transgenní DNA je znázorněna pomocí šipek. Černé šipky znázorňují primery 
nasedající na promotor OliC a terminátor GluC, mezi kterými se nachází vložený gen, 3': 3'flank 
nitrát reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce části 
promotoru Olic, genu a části terminátoru GluC. Velikost amplikonu 1292 bp nebo 3098 bp (Β). M: 
marker molekulových hmotností, 1: transformant C. purpurea exprimující ogfp', 7,8, 13: : nezávislí 
transformanti C. purpurea exprimující ogfp-dmaW, PK1: pozitivní kontrola (plazmidová DNA 
nesoucí ogfp), PK2: pozitivní kontrola (plazmidová DNA nesoucí transgen - dmaW s ogfp), NK: 
negativní kontrola (gDNA kontrolní WT houby), A-F: 6 biologických replikátů.

Obr. 9: PCR detekce transgenů v myceliích WT a geneticky modifikovaných hub C. purpurea 
(kmen Pl) exprimujících ogfp nebo dmaW fúzované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou 
konstitutivního OliC promotoru (PoliC) po 14ti denní inkubaci v T25N indukčním médiu. 
Detekovaná oblast transgenní DNA je znázorněna pomocí šipek. Šedé šipky znázorňují primery 
nasedající do čtecího rámce hph genu, 3': 3'flank nitrát reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank 
nitrát reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce hph genu. Velikost amplikonu 366 bp (Β). M: 
marker molekulových hmotností, 1: transformant C. purpurea exprimující ogfp, 7, 8, 13: : nezávislí 
transformanti C. purpurea exprimující ogfp-dmaW, PK1: pozitivní kontrola (plazmidová DNA 
nesoucí ogfp), PK2: pozitivní kontrola (plazmidová DNA nesoucí transgen - dmaW s ogfp), NK: 
negativní kontrola (gDNA kontrolní WT houby), A-F: 6 biologických replikátů.

-9-



CZ 308933 B6

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Příklady uskutečnění vynálezu

Příklad 1: Příprava geneticky modifikovaných hub

1. Příprava expresních vektorů

Byly připraveny dva expresní vektory (SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 3): první vektor obsahoval 
gen dma IV. který kóduje dimethylallyltryptofan synthasu, DMATS (EnsemblFungi: CPUR 04076, 
SEQ ID NO. 2/ další vektor obsahoval mutovanou verzi genu TrpE (Trppf76L) pro anthranilát 
synthasu (EnsemblFungi: CPUR 05013, SEQ ID NO. 1). Oba výše zmíněné geny byly umístěny 
pod kontrolu konstitutivního OliC promotoru jaderného genu Aspergillus nidulans kódujícího 
podjednotku 9 mitochondriální ATP synthetasy. V případě genu rimalFbylo naN-konci DMATS 
ponecháno ogfp tj. kodon optimalizované egfp pro expresi v Botrytis cinerea (Leroch M, Memke 
D, Koppenhoefer D, Schneider P, Mosbach A, Doehlmann G, Hahn M. (2011), Applied and 
Environmental Microbiology 77.9 (2011): 2887-2897).

Oba výše zmíněné expresní vektory byly připraveny kvasinkovým rekombinačním klonováním 
(Obr. 1) (Colot HV, Park G, Turner GE, Ringelberg C, Crew CM, Litvinkova L, Weiss RL, 
Borkowich KA, Dunlap JC. (2006), Proc Natl Acad Sci USA 103:10352-10357) za použití vektoru 
pNDH-OGG (Schumacher J (2012), Fungal Genetics and Biology, 49(6), 483-497). Sekvence genů 
dmaW a TrpE byly amplifikovány z genomové DNA Claviceps purpurea, kmene 20.1 pomocí 
Phusion High-Fidelity DNA polymerázy (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). V případě 
genu TrpE s mutací S76L byla sekvence tohoto genu amplifikována ve dvou krocích, přičemž do 
sekvence použitých primerů byla vnesena požadovaná mutace.

Sekvence primerů použitých na amplifikaci genu dmaW s přesahem na ogfp a s přesahem 
na terminátor Gluc

5 - GAACTTTACAAAGCGGCCGCTATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAAC - 3 (SEQ 
ID NO. 5)

5 - GTGACCTCTCAACGAAGTAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGG - 3' (SEQ ID 
NO. 6).

Sekvence primerů použitých na amplifikaci genu TrpE s mutací S76L - část 1 s přesahem 
na promotor OliC a s požadovanou mutací

5 - CCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCGAGCCCGGTAAGTACTGC - 3 (SEQ 
ID NO. 7)

5 - TACGAAGAGATACCGGCCGACTTGCTCTGTGGCGGCGGACTCGAA - 3 (SEQ ID 
NO. 8).

Sekvence primerů použitých na amplifikaci genu TrpE s mutací S76L - část 2 s požadovanou 
mutací a přesahem na terminátor GluC

5 - CACAGAGCAAGTCGGCCGGTATCTCTTCGTAGGC - 3' (SEQ ID NO. 9)

5 - CATACATCTTATCTACATACGCTATGTGGTTTTCTCGTTTTGCTGCTGCTG GTA- 3 
(SEQ ID NO. 10).

V případě klonování mutované verze TrpE S76L byl vektor pNDH-OGG štěpen restrikčními 
endonukleázami Notl aNeol (New England Biolabs), v případě klonování genu rimalFbyl vektor 
pNDH-OGG štěpen restrikční endonukleázou Notl (New England Biolabs).
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Získané DNA fragmenty byly transformovány do uracil auxotrofhího kmene Saccharomyces 
cerevisiae (kmen FGSC 9721, Fungal Genetics Stock Center, Manhattan, USA). Transformace 
byla provedena dle Winston F, Dollard C, Ricupero-Hovasse SU. (1995), Yeast, 11(Y), 53-55. V 
mikrozkumavce byly smíchány 50% PEG 3350, 1M LiOAc, naštěpený vektorpNDH-OGG a PCR 
fragment amplifikovaný z gDNA C. purpurea 20.1. K této směsi byly přidány buňky S. cerevisiae 
FGSC 9721, které byly předem promyty sterilní vodou a 100 mM octanem lithným, ve kterém byly 
následně i re suspendovány. Jako pozitivní kontrola sloužila mikrozkumavka, do které byl 
pipetován nenaštěpený vektor pNDH-OGG, v případě negativní kontroly byl do mikrozkumavky 
pipeto ván pouze naštěpený vektor bez DNA amplikonu. Do takto připravených mikrozkumavek 
byla přidána denaturovaná DNA ze spermií lososa (Sigma-Aldrich). Takto připravená směs byla 
inkubována při 30 °C, poté při 42 °C a následně byla rozetřena na misky s SD agarem bez uracilu 
(20 g D-glukosa monohydrát, 6,7 g kvasinkové dusíkaté báze bez aminokyselin, 0,77 g směsi 
aminokyselin a výživových látek bez uracilu, doplněno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno 
na 5,8, autoklávováno 20 min při 120 °C). Po třech dnech inkubace při 28 °C byly narostlé kolonie 
S. cerevisiae FGSC 9721 z agaru setřeny a pomocí QIAprep Spin Miniprep kitu (Qiagen, Hilden, 
Německo) z nich byla izolována plazmidová DNA, která byla následně použita na transformaci 
bakterií Escherichia coli (kmen TOP 10) (New England Biolabs). K buňkám E. coli TOP 10 
v mikrozkumavce byla pipetována plazmidová DNA. Po inkubaci na ledu byl buňkám udělen 
teplotní šok při 42 °C a směs byla opět přenesena na led. Poté bylo ke směsi přidáno SOC médium 
(20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g chloridu sodného bylo rozpuštěno v 950 ml 
destilované vody. Poté bylo do roztoku přidáno 10 ml 250 mM chloridu draselného, pH upraveno 
na 7,0 a doplněno destilovanou vodou do 1 1. Po autoklávování 20 min při 120 °C bylo do roztoku 
přidáno 20 ml IM D-glukosy a 5 ml 2M chloridu hořečnatého) a po Ih inkubaci při 37 °C byly 
buňky E. coli TOP 10 rozetřeny na misky s LB agarem (9,5 g chlorid sodný, 15,5 g LB Broth, 15 g 
agar, doplněno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno na 7,2, autoklávováno 20 min při 120 °C) 
aAmpicilinem (Sigma-Aldrich) o finální koncentraci 100 pg/ml. Misky byly inkubovány 
do dalšího dne při 37 °C. Poté byla z narostlých kolonií E. coli TOP 10 izolována pomocí QIAprep 
Spin Miniprep kitu (Qiagen) plazmidová DNA. Výsledné konstrukty byly ověřeny pomocí 
restrikční analýzy a komerční sekvenace (SEQme, Dobříš, Česká republika).

2. Transformace Claviceps purpurea a následná selekce získaných hub

Na transformaci protoplastů C. purpurea (kmen Pl) (Tudzynski P, Hólter K, Correia T, Amtz C, 
Grammel N, Keller U. (1999), Molecular and General Genetics MGG, 261(Y), 133-141) byla 
použita připravená plazmidová DNA a též vektor pNDH-OGG obsahující volné ogfp. Před 
transformací byly vektory linearizovány restrikční endonukleázou Pstl (New England Biolabs), 
restrikční směsi byly přečištěny pomocí NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (MACHEREY- 
NAGEL GmbH and Co. KG, Berlín, Německo). Takto připravené vektory byly transformovány do 
C. purpurea (kmen Pl), která produkuje v submerzní kultuře ergotamin, 
ergotaminin, α-ergokryptin a α-ergokryptinin (Haarmann T, Lorenz N, Tudzynski P. (2008), 
Fungal Genetics and Biology, 45(1), 35-4). Transformace protoplastů C. purpurea (kmen Pl) 
probíhala následujícím postupem. Po 3 dnech byla kultura C. purpurea Piv BII médiu (100 g 
sacharóza, 5 g pepton, 5 g Λ-asparagin monohydrát, 1 g dihydrogenfosforečnan draselný, 0,5 g 
síran hořečnatý heptahydrát, 0,01 g síran železnatý heptahydrát, doplněno do 1 1 destilovanou 
vodou, pH upraveno na 5,8, autoklávováno 20 min při 120 °C) centrifugována a poté byla promyta 
SmaC pufrem (123,88 g sorbitol, 5,88 chlorid vápenatý, doplněno do 800 ml 0,2 M malátem 
draselným, autoklávováno 20 min při 120 °C). Kmyceliu byl přidán protoplastizační roztok 
(100 mg lyzační enzym z Trichoderma harzianum ve 20 ml SmaC pufiru, sterilizováno přes filtr 
s velikostí pórů 0,22 pm). Po 2h inkubaci při 28 °C byla směs filtrována přes Nytexovou membránu 
(Fluka, Německo). Filtrát byl centrifugován a 2x promyt STC pufrem (154,84 g sorbitol, 1,22 g 
Tris, 7,36 g chlorid vápenatý, doplněno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno na 7,5, 
autoklávováno 20 min při 120 °C), ve kterém byl pelet následně resuspendován. Ve zkumavce byla 
smíchána přečištěná linearizovaná plazmidová DNA, STC pufir a protoplasty C. purpurea PL Po 
20min inkubaci byl do zkumavky přidán PEG 6000, po další 5min inkubaci byl přidán STC pufir.
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Do první Petriho misky byl nalit transformační BII agar (200 g sacharóza, 5 g pepton, 5 g 
L-asparagin monohydrát, 1 g hydrogenfosforečnan draselný, 0,5 g síran hořečnatý heptahydrát, 
doplněno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno na 8,0, autoklávováno 20 min při 120 °C) a 
protoplasty C. purpurea Pl (pro kontrolu protoplastizace). Do druhé misky byl nalit transformační 
BII agar a transformační směs (pro kontrolu transformace), do zbylých misek pak transformační 
BII agar a transformační směs; tyto misky byly po 24 h přelity BII transformačním agarem s 
Hygromycínem gold (InvivoGen, San Diego, Kalifornie, USA) tak, aby finální koncentrace 
antibiotika v médiu byla 200 pg/ml. Jako marker pro selekci transgenních hub byl tedy použit gen 
rezistence k hygromycinu (hph), který je součástí vektoru pNDH-OGG. Houby narostlé po 
transformaci byly přeneseny na nové BII médium obsahující Hygromycín ve finální koncentraci 
200 pg/ml. Houby byly kultivovány ve tmě při 26 °C.

3. Izolace genomové DNA, detekce transgenu pomocí PCR analýzy

Z mycelií transformantů C. purpurea (kmen Pl) byla izolována genomová DNA (Cenis JL. (1992), 
Nucleic Acids Res 20:2380). K lyofilizovaným myceliím transformantů C. purpurea Pl v 
mikrozkumavce byl přidán lyzační pufir (4,84 g Tris, 2,92 g chlorid sodný, 1,86 g EDTA, 1 g SDS, 
doplněno do 200 ml destilovanou vodou, pH upraveno na 8,5), po 15min inkubaci byl ke směsi 
přidán 5 mol.l1 octan draselný. Po 20min inkubaci při -20 °C byly vzorky centrifugovány, 
supernatant byl smíchán s isopropanolem. Po 45min inkubaci při -20 °C byly vzorky 
centrifugovány a pelet byl promyt 70% ethanolem (-20 °C). Pelet byl vysušen a resuspendován 
v beznukleázové (nuclease-free) vodě.

Integrace transgenu byla ověřena na genomové úrovni metodou PCR s použitím GoTaq G2 Flexi 
DNA polymerázy (Promega corporation, Madison, Wisconsin, USA) a využitím dvou sad primerů. 
U každého předpokládaného transformanta byla ověřována přítomnost hph genu, který je součástí 
vektoru pNDH-OGG (5-GAATTCAGCGAGAGCCTGAC-3 (SEQ ID NO. 11) a 
5 -ACATTGTTGGAGCCGAAATC-3' (SEQ ID NO. 12)) a přítomnost transgenu 
(5-CCCGGAAACTCAGTCTCCTT-3' (SEQ ID NO. 13) a 
5 - GTCTTCCGCTAAAACACCCC-3' (SEQ ID NO. 14)). Jako negativní kontrola byla použita 
genomová DNA z WT C. purpurea (kmen Pl), jako pozitivní kontroly byly použity připravené 
plazmidové DNA s jednotlivými geny (obr. 2 až 4).

Vybrané získané transformanty s nejvyššími aktivitami byly uloženy v České sbírce 
mikroorganismů, CCM:

OE TrpE S76L 4 = CCM8984 (Cp TrpE SL)

OE ogfp-dmaW8 = CCM8983 (Cp dma IV)

4. Izolace homokaryotických kultur C. purpurea

Homokaryotické kultury hub C. purpurea (kmen Pl) byly získány metodou sekání špiček hyf. 
Houby byly po dobu 1 týdne pěstovány na Mantle agaru (100 g sacharóza, 10 g Z-asparagin 
monohydrát, 1 g dusičnan vápenatý tetrahydrát, 0,25 g dihydrogenfosforečnan draselný, 0,25 g 
síran hořečnatý heptahydrát, 0,033 g síran železnatý heptahydrát, 0,027 g síran zinečnatý 
heptahydrát, 0,01 g /.-cystein. 0,1 g kvasinkový extrakt, 20 g agar, doplněno do 1 1 destilovanou 
vodou, pH upraveno na 5,2, autoklávováno 20 min při 112 °C), a poté byly pod stereomikroskopem 
řezány špičky hyf za dichotomálním větvením, špičky hyf byly přeneseny na nový Mantle agar. 
Tento postup byl opakován třikrát.

Ze všech získaných homokarotických kultur C. purpurea byla izolována genomová DNA a pomocí 
metody PCR byla znovu ověřena přítomnost transgenu a hph genu.
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Příklad 2: Studium exprese transgenní DNA

RNA z transformantů a WT (divokého typu) C. purpurea (kmen Pl) byla izolována pomocí 
RNAqueous kitu (Thermo Fischer Scientific, Walthan, MA, USA). Takto získaná RNA byla 
ošetřena DNAsou (Thermo Fischer Scientific) a poté přesrážena UiCl (Thermo Fischer Scientific). 
Následně proběhl přepis do cDNA pomocí reverzní transkriptázy RevertAid H Minus M-MUUV 
(Thermo Fischer Scietific). RT-PCR byla provedena pomocí GoTaq G2 Flexi DNA polymerázy 
(Promega corporation), byly použity dvě sady primerů. Jedna sada primerů byla použita na 
amplifikaci hph genu (5-GAATTCAGCGAGAGCCTGAC-3' (SEQ ID NO. 11) a 
5 - ACATTGTTGGAGCCGAAATC-3' (SEQ ID NO. 12)), druhá na amplifikaci genu kódujícího 
y-aktin, který sloužil jako endogenní kontrola (EnsemblFungi: CPUR 01270, 
5 - CGCTCTCGTCATCGACAAT-3' (SEQ ID NO. 15) a 5 - ATTTCACGCTCGGCAGTAGT- 
3' (SEQ ID NO. 16)) (obr. 5).

Příklad 3: Měření obsahu námelových alkaloidů v submerzních kulturách hub C. purpurea Pl

1. Příprava vzorků

Transformanti C. purpurea (kmen Pl) byli společně s WT C. purpurea (kmen Pl) kultivováni po 
dobu 3 týdnů na Mantle agaru. Poté byla každá houba očkována do 6ti 250 ml Erlenmayerových 
baněk s 50 ml tekutého preinokulačního InoCN média (100 g sacharóza, 10 g kyselina citrónová 
monohydrát, 0,12 g chlorid draselný, 0,5 g dihydrogenfosforečnan draselný, 0,5 g síran hořečnatý 
heptahydrát, 1 g dusičnan vápenatý tetrahydrát, 0,075 g amid kyseliny nikotinové, 0,006 g síran 
zinečnatý heptahydrát, 0,007 g síran železnatý heptahydrát, pH upraveno pomocí 10% NH4OH na 
5,2, doplněno destilovanou vodou na 11, autoklávováno 15 min při 105 °C).). Po 5 dnech inkubace 
ve tmě při 26 °C a na třepačce (200 ot./min) byly kultury centrifůgovány po dobu 5 min 
(4700 ot./min, 22 °C). Ke každému myceliu byla v závislosti na jeho hmostnosti přidána sterilní 
voda (k 6,97 g mycelia bylo přidáno 40 ml vody). Pomocí ručního mixéru (BangCo, Brno, Česká 
republika) byla kultura homogenizována a 2 ml získané biomasy byly pipetovány do 250ml 
Erlenmayerovy baňky obsahující 50 ml indukčního T25N média (300 g sacharóza, 15 g kyselina 
citrónová monohydrát, 0,12 g chlorid draselný, 0,5 g dihydrogenfosforečnan draselný, 0,5 g síran 
hořečnatý heptahydrát, 1 g dusičnan vápenatý tetrahydrát, 0,075 g amidu kyseliny nikotinové, 
0,006 g síran zinečnatý heptahydrát, 0,007 g síran železnatý heptahydrát, pH upraveno pomocí 
10% NH4OH na 5,2, doplněno destilovanou vodou na 1 1, autoklávováno 20 min při 115 °C). 
Kultury C. purpurea exprimující Trp!·:'™ byly společně s WT inkubovány po dobu 10 dní ve tmě 
při 26 °C na třepačce (200 ot./min), kultury exprimující ogfp-dmaW a volné ogfp byly společně s 
WT kultivovány po dobu 14 dní ve tmě při 26 °C na třepačce (200 ot./min).

Po kultivaci byly kultury filtrovány přes Miracloth membránu (Merck, Darmstadt, Německo), pro 
další analýzy byla použita média i mycelia. U médií byl změřen jejich objem, mycelia byla 
lyofilizována po dobu 48 h v lyofilizátoru SCANVAC (Trigon-plus, Říčany u Prahy, Česká 
republika).

2. Detekce transgenu pomocí PCR analýzy

Ze získaných lyofilizovaných mycelií byla opět izolována genomová DNA a pomocí metody PCR 
byla ve vzorcích ověřena přítomnost transgenu a hph genu (viz příklad 1, bod 3., detekce transgenu 
pomocí PCR analýzy) (obr. 6 až 9).

3. Extrakce námelových alkaloidů z médií

2 ml T25N indukčního média z kultivace WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) byly 
smíchány se 2 ml vody, vzorky byly pipetovány na kolonky SPE Catridges Octadecyl Cl8/18% 
(Applied Separations, Allentown, PA, USA), které byly aktivovány 5 ml acetonitrilu a následně
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5 ml vody. Po promytí kolonek 5 ml vody, byly námelové alkaloidy eluovány 3 ml směsí uhličitanu 
amonného a acetonitrilu v poměru 1:4. Eluát byl odpařen za vakua při 37 °C v SPD SpeedVac 
přístroji (Thermo elektron, Waltham, MA, USA), získaný odparek byl rozpuštěn v 1 ml 80% 
methanolu. Následně byl vzorek filtrován přes kolonky Costar SpinX 22 pm (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, Missouri, USA). Na UHPLC bylo analyzováno 5 pl této směsi.

4. Extrakce námelových alkaloidů z mycelií

150 mg lyofilizovaného mycelia z kultivace WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) bylo 
extrahováno 1 ml směsi acetonu a 4% kyseliny vinné v poměru 1:1. Po inkubaci na třepačce přes 
noc při pokojové teplotě byla směs centrifůgována po dobu 10 min (14 000 ot./min, 22 °C), 
supernatant byl odpařen za vakua při 37 °C v SPD SpeedVac přístroji, získaný odparek byl 
rozpuštěn v 500 pl 80% methanolu. Následně byl vzorek filtrován přes kolonky Costar SpinX 
22 pm (Sigma-Aldrich). Na UHPLC bylo analyzováno 5 pl této směsi.

5. Stanovení obsahu námelových alkaloidů

Připravené vzorky byly analyzovány pomocí UHPLC (ultra vysoce účinná kapalinová 
chromatografie) s využitím systému Nexera (Shimadzu, Praha, Česká republika), který byl 
vybaven Cl8 kolonou s obrácenou fází (Zorbax RRHD Eclipse Plus 1,8 pm, 2,1 mm X 150 mm, 
Agilent, Santa Clara, CA, USA). Mobilní fáze A obsahovala 0,15% (w/w) kyselinu octovou (pH = 
4,4) aacetonitril v poměru 4:1, mobilní fáze B obsahovala acetonitril a vodu v poměru 4:1. 
Ve vzorcích byly stanovovány následující námelové alkaloidy: ergotamin, ergotaminin, 
α-ergokryptin a α-ergokryptinin (metodika: Čudejková MM, Vojta P, Valík J, Galuszka P. (2016), 
New Biotechnology, 33(5), 743-754, 2016). Monitoring byl proveden při 317 nm. Koncentrace 
alkaloidů byla odečtena z plochy píků za použití Lab Solution softwaru (Shimadzu). Koncentrace 
jednotlivých alkaloidů byla přepočítána na 1 mg lyofilizovaného mycelia a 1 ml T25N indukčního 
média.

Ze získaných dat byly pomocí Grubbsova testu vyloučeny odlehlé hodnoty, získaná data byla 
podrobena testu Kruskal-Wallis ANOVA s Bonferroniho korekcí (Statistika 12 software).

V tab. 1 je shrnuto průměrné množství námelových alkaloidů v 1 mg lyofilizovaného mycelia (WT, 
OE ogfp, OE ogfpdmaW 8, OE ogfpdmaW 13). Z tabulky jasně vyplývá, že v případě 
transformantů exprimujících jen ogfp nedošlo oproti WT (divokému typu) C. purpurea P1 k žádné 
změně. Na druhou stranu transformanti exprimující dmaWfúzované s ogfp jednoznačně vykazují 
zvýšené hladiny jak ergotaminu, tak ergotamininu. U transformanta č. 13 došlo ještě 
k signifikantnímu nárůstu alpha-ergokryptininu.

V tab. 2 je shrnuto průměrné množství námelových alkaloidů v 1 ml T25N indukčního média (WT, 
OE gfp, OE gfpdmaW 8, OE gfpdmaW 13). Z tabulky jednoznačně vyplývá, že v případě 
transformantů exprimuj ících ogfp opět nedošlo k žádné změně vůči WT C. purpurea P1. Na druhou 
stranu transformanti exprimující dmaW fúzované s ogfp vykazují signifikantně zvýšené hladiny 
všech stanovovaných alkaloidů, tedy ergotaminu, ergotamininu, α-ergokryptinu a a- 
ergokryptininu.

V tab. 3 je shrnuto průměrné množství námelových alkaloidů v 1 mg lyofilizovaného mycelia (WT, 
OE TrpES76L 4, OE TrpES76L 12). Signifikantní nárůst všech stanovovaných alkaloidů (ergotaminu, 
ergotamininu, α-ergokryptinu a α-ergokryptininu) byl zaznamenán pouze v případě transformanta 
č. 4.

V tab. 4 je shrnuto průměrné množství námelových alkaloidů v 1 ml T25N indukčního média (WT, 
OE TrpES76L 4, OE TrpES76L 12). Z tabulky jasně vyplývá, že v případě obou transformantů došlo 
ke zvýšení hladin ergotaminu i ergotamininu, u transformanta č. 4 došlo i ke zvýšení a- 
ergokryptinu a a-ergokryptininu.
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Tab. 1: Průměrné množství námelových alkaloidů (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin, 
α-ergokryptinin) v myceliích WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) exprimujících ogfp (OE 
ogfp) a dmaWfúzované s ogfp (OE ogfp-dmaW 8, OE ogfp-dmaW 13). Množství alkaloidů bylo 
přepočteno na 1 mg lyofilizovaného mycelia v kultuře po 14ti dnech kultivace ± směrodatná chyba. 
Hodnoty pochází ze 6 biologických replikátů. Data byla analyzována pomocí testu Kruskal-Wallis 
ANOVA: * p < 0,05, ** p < 0,01.

Průměrné množství alkaloidů v myceliu (ng/mg)
ergotamin ergotaminin a-ergokryptin a-ergokryptinin

WT 442,25 ± 20,45 125,14 ± 8,84 56,01 ±4,51 14,35 ± 1,88
OEogfp 489,83 ± 38,03 129,60 ± 8,56 54,01 ± 8,43 12,53 ± 1,96

OE ogfp dmaW8 1278,63 ± 142,90 ** 364,27 ± 50,50 * 136,59 ± 16,59 30,38 ±3,74
OEogfp dmaW 13 1076,39 ± 87,35 * 335,66 ±32,21 * 142,19 ±23,04 46,31 ±9,16 *

Tab 2: Průměrné množství námelových alkaloidů (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin, 
α-ergokryptinin) v médiích WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) exprimujících ogfp (OE 
ogfp) a dmaWfúzované s ogfp (OE ogfp-dmaW 8, OE ogfp-dmaW 13). Množství alkaloidů bylo 
přepočteno na 1 ml média v kultuře po 14ti dnech kultivace ± směrodatná chyba. Hodnoty pochází 
ze 6 biologických replikátů. Data byla analyzována pomocí testu Kruskal-Wallis ANOVA: * p < 
0,05, ** p<0,01.

Průměrné množství alka oidů v médiu (ug/ml)
ergotamin ergotaminin «-ergokryptin «-ergokryptinin

WT 64,84 ±6,37 23,49 ±2,35 6,27 ± 0,79 1,66 ±0,20
OEogfp 75,36 ±6,15 25,89 ±2,13 7,43 ± ,089 1,84 ±0,21

OE ogfp dmaW8 238,62 ±25,77 ** 93,46 ±9,40 ** 22,72 ± 2,52 * 9,14 ±0,82 **
OEogfp dmaW 13 167,24 ± 19,85 * 65,57 ± 8,18 * 21,78 ±4,01 * 7,76 ± 1,46 *

Tab 3: Průměrné množství námelových alkaloidů (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin, 
α-ergokryptinin) v myceliích WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) exprimujících 
mutovanou verzi TrpE (OE TrpE S76L 4, OE TrpE S76L12). Množství alkaloidů bylo přepočteno na 
1 mg lyofilizovaného mycelia v kultuře po 10ti dnech kultivace ± směrodatná chyba. Hodnoty 
pochází ze 6 biologických replikátů. Data byla analyzována pomocí testu Kruskal-Wallis ANOVA: 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Průměrné množství alkaloidů v myceliu (ng/mg)
ergotamin ergotaminin «-ergokryptin «-ergokryptinin

WT 314,50 ±7,05 65,86 ±4,79 44,43 ± 5,49 8,10 ± 1,16

OE TrpE S76L 4
1681,29 ± 150,35 

$ $ $
450,85 ± 47,73 

$ $ $
291,00 ±27,84 

$ $ $
73,64 ± 10,06

***

OE TrpE S76L 12 977,35 ± 103,06 281,40 ±49,59 161,76 ±45,08 33,15 ±5,42

Tab 4: Průměrné množství námelových alkaloidů (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin, 
α-ergokryptinin) v médiích WT a transformantů C. purpurea (kmen Pl) exprimujících mutovanou 
verzi TrpE (OE TrpES76L 4, OE TrpE S76L 12). Množství alkaloidů bylo přepočteno Iml média v 
kultuře po 10ti dnech kultivace ± směrodatná chyba. Hodnoty pochází ze 6 biologických replikátů. 
Data byla analyzována pomocí testu Kruskal-Wallis ANOVA: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 
0,001.
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Průměrné množství alkaloidů v médiu (pg/ml)
ergotamin ergotaminin «-ergokryptin «-ergokryptinin

WT 42,20 ±3,10 12,17 + 0,96 5,85 + 0,80 1,79 + 0,30
OE TrpE S76L 4 287,78 + 59,09 ** 110,05 + 22,84 ** 50,05 + 6,28 *** 16,84 + 3,61 ***
OE TrpE S76L 12 166,84+ 15,40 * 61,37 + 5,36 * 18,85+ 1,78 6,55 ± 0,44
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1. Houba Claviceps purpurea pro produkci námelových alkaloidů, vyznačená tím, že obsahuje 
v genomu vloženou nukleotidovou sekvenci obsahující alespoň jeden gen vybraný z genu irplf™ 
majícího sekvenci SEQ ID NO. 1 a kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L, a genu dmaW 
majícího sekvenci SEQ ID NO. 2 a kódujícího dimethylallyltryptofan synthetasu, přičemž vložený 
gen je pod kontrolou konstitutivního promotoru.

2. Houba podle kteréhokoliv z předcházejících nároků, vyznačená tím, že dále obsahuje kodon- 
optimalizovaný gen ogfp kódující zelený fluorescenční protein pro expresi v Botrytis cinerea.

3. Houba podle kteréhokoliv z předcházejících nároků, vyznačená tím, že konstitutivním 
promotorem je OliC promotor jaderného genu kódujícího podjednotku 9 mitochondriální ATP 
synthetasy z Aspergillus nidulans nebo nebo gpdA promotor genu kódujícího glyceraldehyd-3- 
fosfát dehydrogenasu z Aspergillus nidulans.

4. Houba Claviceps purpurea podle nároku 1, s vloženou sekvencí SEQ ID NO. 2 a s vloženým 
kodon-optimalizovaným genem ogfp, uložená v České sbírce mikroorganismů pod číslem CCM 
8983, která produkuje námelové alkaloidy.

5. Houba Claviceps purpurea podle nároku 1, s vloženou sekvencí SEQ ID NO. 1, uložená 
v České sbírce mikroorganismů pod číslem CCM 8984, která produkuje námelové alkaloidy.

6. Způsob přípravy houby Claviceps purpurea podle kteréhokoliv z nároků 1 až 5, vyznačený 
tím, že se připraví expresní kazeta obsahující nukleotidovou sekvenci obsahující alespoň jeden gen 
vybraný z genu kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L a majícího sekvenci_SEQ ID NO. 
1, a genu dmaWkódujícího dimethylallyltryptofan synthetasu a majícího sekvenci SEQ ID NO. 2, 
přičemž uvedený alespoň jeden gen je pod kontrolou konstitutivního promotoru, a terminátor, 
popřípadě také kodon-optimalizovaný gen ogfp kódující zelený fluorescenční protein pro expresi 
v Botrytis cinerea, a tato expresní kazeta se vloží do genomu houby Claviceps purpurea.

7. Způsob podle nároku 6, vyznačený tím, že se expresní kazeta připraví metodou kvasinkové 
rekombinace, a následně se expresní kazeta vloží metodou transformace protoplastů.

8. Expresní kazeta ke způsobu podle nároku 6 nebo 7, vyznačená tím, že obsahuje konstitutivní 
promotor, alespoň jeden gen vybraný z genu kódujícího anthranilát synthasu s mutací S76L a 
majícího sekvenci SEQ ID NO. 1, a genu dmaW kódujícího dimethylallyltryptofan synthetasu a 
majícího sekvenci SEQ ID NO. 2, a terminátor, popřípadě také kodon-optimalizovaný gen ogfp 
kódující zelený fluorescenční protein pro expresi v Botrytis cinerea.

9. Expresní kazeta podle nároku 8, vyznačená tím, že má sekvenci SEQ ID NO. 3 nebo SEQ ID 
NO. 4.

10. Použití expresní kazety podle nároku 8 nebo 9 pro přípravu houby Claviceps purpurea podle 
nároku 1.

11. Použití houby Claviceps purpurea podle kteréhokoliv z nároků 1 až 5 jako produkčního 
mikroorganismu pro výrobu námelových alkaloidů.

6 výkresů 
+ 

8 stránek sekvencí
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7·,! -Κ i

< 110> Univerzita 9alsekéhc v SlcsaMiei

< 120> Setba Claviceps purpurea se zvýšenou produkcí nasselcvých 
sikaicídůř způsob její. přípravy, expresní kazeta

<l-0> P

<l€0> 16

<170> Patent Ss version 3.5

<210 i
<211> 1S42
<212 >
<213> artificial

<z2 0^·
< 223> Gene trpš frosi Claviceps purpuras, nsutated to encode for S7€L

<4S0> 1
atggcgagcc cggtaagtac tgcatgcgcc cct ctggccg aattggccot cxtcccggcg €0

cggcgcagta ggastagecn ecssaaagac acsaagcctg actettgaga atcgegaatc 120

casaaaaacs cagcaggcc® tcgtccctac gctcgagacc gtgcgstcca tcattgcgaa 18ÍJ

acccccsgSc ggatccgcca s.aasagcc.ac: ect egtgccc gtataccgcc asstetcote 240

gga-tcteate ac-cccctcgg eggcctacct caasatctes. gccgcctcet cctccgacta 3δδ

etccttcctc ttngs.gtccg· eogooacaga g _ .= a g t o ggt cggtatctet “cg’sggego 3Í3

SgtSCtgcg·; aaagtcctcg ccsccggacc aggctscggc cccgsaacag ĚCCSCCttCC 420

cgcacšggaa grsgasctsg ctcaaeatgt cgtcgcgsat gtgtcaggto tcosgotgoc: 480

ceetcttsec ggcggcgcaa toggetscgr gggotacgac: tgogtscggt act St g ag e e 540

caagsecgeg cggcccatga aagstgtcft aesaatccca gaatcactet teatgetott SCO

egacaesatt gtcgcgtttg ategcttcta cggcatcate saggtcatea gcts.cgtggí2 860

egstccggaa gacgacggta. ccaccsgcct agaagaggec· tacgaaaaag ecgsgegcgc 720

aatccaccaa ctegtccagg tectcMcte aacagagatt gsceteccga cccaagaccc 7S0

catccagctc ggccacgaag ccacctcgaa tateggccaa gcgggctacg aggoeeaogt S40

gaccaaactc aaggagcaca tcgtcsaggg ggststcttc· eagtgtg&go cot egos, gog 300

gt ccgacgagtc tgcacocgtt ca.atstctac· sggesteteo ggscggtgaa 350

tccctogcsg tscctctttt stgogaattg caaggatttc eagattgtag gtgcctcgcc 1020

tga attgcte gtcasgtccg sggccgggeg satestcacg cateceattg ■otgggacagt 10S3

caagcgcggc sgcsoacccg sggsggacca gcgettggcg gatgagetga g7 vs g 1140

caaggaccgc ceggagest-g tostgettgt tgstttggct cggaatgaea tcaaccgcgs 1200

s.gcjggscocg ísttncgtec gcgtggaceg ccttatggtc gtggagaags ttagocatgt 126-3

ccagcatctt gtttcgcsgg tetoaggggt gctgcggecg gata agaege gctttgatge 1023

gtttcgateg gttttccccg cggggacggt ctogggsgcg cccasggtgo' gggogatgga 1 OSO
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aergattgce gagr.tggaga aggagsagsg gciggcgegg x-ggg c X a C:X· X :144ΰ

tgggtatggg agccsggatg a g s .sx ggg gg cgetgsggag gg-ggcXaXgg atatgt-gt at 2S0C

tgegttgagg segatgttgg tcaaggacgg ggtggcgtat ttgeaggeag gttagtaesg i StO

atettggttg sgccaaggat tcccceccet ■C ΐ. X L· *-jO c o cx ttiettgetg reatgttstg isze

eatttetatg eacggtacge aetcetgaga gsaasxacag xxxgcxaaca sttecceece 1SSC

C o-LL-L-Ui-t gcsxt-Dga-tX x sggsggcgg as«gxgxxt gaptcagacg s.atacgstga 174 C

gtggstcgsg acgatcaaea sgcxzggcsg csaes.xgs.-cg tgeat.es ag* cageagsggs 1 soc

gatgtattea cagcagtage

<210 2
<210 lš€S
<212> m
<213> davieeps purot

<40S> 2 
atgtcgaccg caaaggacce

asa-scg-sgaa

szss

«ggs.ascggx

ascescarag

^Xgxacgaaa X -řX-X^Sg --CX gatttttgst

1842

£8-

ttceccagcB axgas-cagog actatggtgg caaagSsecg ■ogcexaxgxx x^c§>gog s.x§ 128-

cttgacaatg ccggctacaa tateesegac caaraecgge atctgggcat tttcaagaag ISC

zacBtt =tcc cttttettgg tgtctatcea Ecssaagscs aggasagatg g cX cagca Xc 240

etcaccagat. gxggecX xcsz ttcggaatt-g agcttgaatr. gtaccgactc X'-'^XX^g'XX^cj.a 3SC

tatscatacg sg^cca^caa tgaagtgacg gggaaggaga sagatcogtt Χο.!ΐ>ΧοΧΐΕ w-Cj 3SÍ

geaattatgg ceagtgtcca asaacttgea cagatteaag cgggtatcga cttggagtgg·

ttxagttact teaaagatga gctgaegctg gaogaatcgg sa teggccae acttcaaagt 480

aatgagetgg t.e a s §gsg c s gatasagscg cagaacaagt XggecX L-O-^s. tetcssagaa £40

cgetcaaagt ttact.'frztat ccgcatetia aategategc §'2i2eggc:s.aE £00

tetscaeacg atercatctt '2 s ct- tteaaactgt cgcsgasgc-s. rgatsgcsta £e-C

CC CC^Zg X- tccaggtatt gtgogactai gtt-tcgcggc gaaatcattc cgcagaatee 720

gaCCaéCaCa tagecctaca igcg^ga.^tc t-tgtaatgcg atttgstega tccegceaag 7S0

tctcgegtea agatatacet getggagaag acggxc«cgx tgtccgtgst ggaagatctg S40

tggacgctgg gcg-gcee azg agtcgacgca Sceaceaigg acggcettga eatgettege 900

gagctetgga gcctgctaaa sgtccecasn; g^ccs.CtóXgg agtateeasa s gggx sx 900

gSSXXggg aaattcegsa cgagcagcte ccaSecargg ccaactstsc =,etgaaecae 1020

sscasccccs tgcctgagcc ecaggcgtas toggcatgaa tgacgccgaa 10S0

atcagcaatg cxt-tgazeat egrcacgga“ ttgacgacat ggegss assg 1140

tacrgatttt xx ex “ a agga ttcatagtga gtgetccgag ■2 OCgSteg'S X 2ggc5-=c5.gg 1200

egretaaeae ttsgccccct ttctccsaea gcccgSstca Lgaetttgag teattgaact 12S0

aecictacge atatatctca ttctcESaac gtcgaascaa gco^xaxxx-^ agegtatstt 1:20

tgcatacgtt X:3 sg-áC ©gttggccog XXsgxc Lsctgaactt tatcaacat-g 2: S0
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ggctc-cgeas gesgaacaat ttcctagttg ccgaeagecc aatttcsttc gaegcetaec

ggcgctgtga cetcteaaeg aagtag

<2.12>
<210
<Z12>
<2 Ite-

3
3133
Sil
artificial.

ill il-
<220- Esptession cassette SliC: rtrpE; :GLsc

<48 2> 3
tgcagctgtg gagcogcatt geeggattgg teaagatt-tg cgteegaggt. €&

gccgtctate attctagctt gctigsgact ■ggtegegage tgeesetaag 22C'

cggggc-sgt s ccattttatc sgetaSggga cecaetcgca astttt-taca ISC-

tcat.tttctt tttgetcagt s ^□ggcrc.'iC-c ttttgtsaag cgtaaceagc asacaaatt-g 24S

caattggecc gt a ge a ag-gt a tategsgaíg gaggagsagg e'tatstcsgc 3GG

ctcaaaaats tgttgccsgc t-^e-^gaag-c ccggaaggta sgrggattet t cgccgtggc 35 G

tggagcaacc ggtggatt t e 2.g c CT- ci c o^· acttggaetg ageaattesg egteaeggat 42&

tcsegataga cagctcagac c:gc i ec etggeggeat tattggttsa cceggasact 4SG

cagtct-cctt ggccccgtce cgažggí^acc: cgactitacea ggetgggasa gecag>ggais 545

gastaca-ztg taeggget te gi-acg^sg^· tteggegtag *g*g ^t-,gtt.c^_'■_ aagtttta.es £02

caeeceecas gaeaga'tsge gEacgaasga cg-eggagggt ttggt-gs.as s. aagggegaas é€£

ate sagcggg sgacgtsttt aggtgetagg gccgg’tctee 'teceeatttt ^'Ctteggt lc 722

c’ctttetetc etggasgact u· 'L-C cCtctictet tettceatea teagteeate 732

tteetttocc atcatceatc tcctcacccs estetcsact ccátcacstc ěcsětcgate $42

casccatggc gageccggta agtaetgeat gcgcccc&ct ggecgaactg gcc.etctt.ce $02

eggcgeggcg eagtaggast sgcetecaa-s asgs.caca.aa geet-gsetet. tgagastege SS2

gastceaasa aaaeacagca ggeeat-egt c cctaegcteg agsecgtgeg atceateatt 1022

gcgaaacccc eegteggate ccctiisaas gcc-aeecteg tgcccg&a&a ecgccaaatc 1022

tccteggacc tcatcacccc eieggeg^ec 'tacetesaaa tetesgeege etectectec 1142

gsc&actcct teetettega gteegeegee acagagcaag teggeeggta tet-ettegta 1222

ggcgccggcc cgegcaaagt cetcgceacc ggaccaggct. Bcggecccga aaeagacccc 1252

cttcccgoac tggaagcaga actsgei.caa eatgt cgt eg cgcBtgtgce aggt t tec sg 1322

etgcetECtc tt c eg geg g egesasesgge t s cgfggg ft. aegBctgcgt aeggtaettt 1332

gsgcccasgs ecgcgcggcc catgassgat gtcciacaas teccs-gaatc aetetteatg 1442

ctettcgacs caattgtcge gt-ttgategc ttcXacggcs teatcaaggt CBtesgctae 15-32

gt ggeegt-t c eggaaga-ega eggtaeeaec sgects.gasg sggectacga aaaageegag 1SS2

cgegcastac sec aa.etcgt ecsggtcctc a actcsacsg· sgattgaect ceegseceaa 1S2G
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a a ccattttate agctatggga a.atttttaca ISO

tcattttett c.^cr& asoggccscc ttttgtaaag· cgtaaccsgc aaacBsattg .24-0

Ci 3 ΐΐ· g^CC c gvsgoasggO agtcagggct 3 "&Ci5 gsgga-gssgg ct&tatcagc 3GS

eXcassBsts tgttgccagc tg-geggaage ccggsaggta agíggsttct tcgccgtggc 3SS

tggagcaacc g g%-gg-£ .t'S :ZC agegteteeg acSiggactg sgcaattcag cgtcaoggat 42-0

tcs.sgstaga cagctcagsc cgctccacgg etggcggcat L'S’ cccggaaact 480

C a C tkCeXt Cge C C Cgt C C egsa^ggaoc cgact^acca ggctgggaaa gccsgggaía 540

gaatscactg ^sc^ggct-íe gt&cgggagg t· t cs§55'c§· t- a 5' ggttgttcec aagttttaca SOS

caceeccesa gacageta-gc gese^sasga cgoggagggt ttggtgaaaa a.aggg>aga-aa <&b v*

attaagcggg a^ac^tať^t· aggtgetagg EC tccccatttt tc^cggtxc :20

cctt-tet-exc ctggaagact ettctícíct tetteeatcc tcagtccaíc :’ O 0

ttcctttccc ateatccatc "SC CtCSC C 2C ZžiCSléSZ* ccat-cacatc acaatcgatc 540

caaccatggt ttccaagggt gaggtaagta a^^cc^^cs. atgrcccaag S Cw C C !-■ 500

satse-ceta ceaggagctt ttcsetggcg tcgítccaat cttggtcgaa cxcgstggtg 550

acgtcaatgg ccataagttc teagteageg gggagacget acatatggta 2020

S-attgactizt xaagttcatc egescescs-g gtssattgcc: x g t sec cctacactcg 1 ΰ§ 0

tcsccaccct cacctacggs gitcaatgzt CttceEgtts. cccagatcac atgaa.acaae 2140

a-v^aC v v w·* :_· L-1— L·^;'—O it-^Ca 5 ΐ ■^δ*-3ί ‘5*" CC S. a ga ^s-gss es. .aiv-J ώ Ιΰ» LLa

aggatgaegg aaattatsag actcgtgccg aggttaagtt cgagggtgaí actctegtca 12 ¢0

accgtattgs aiegatstea a^gaagao^g· aaatatcct-c ggccBtasgc 1323

ttgaasacaa ctacaacagt eacaacgttt atatcatgge egacaagcas aaaaatggas 1330

teaa-ggteas cttcaaaato agaeaes.ae« ttgaggatgg ctctgttcaa ttg-gcagatc Ϊ440

actaccaaca gaatactcca. atttggtgatg ^&cea.'5Xct/L· gztcccsgat aaccsttacc 1500

tctccaics atetgetett teaaaggacc ctsacgssaa gizgtgaccac atggttcttc 1550

tegaatttgt esesg-esgee ggaattacct tgggsatgga tgaeett tac sasgeggeeg 3£2δ

exatgtcgac egeaaag'gae <££§ΐςτ&2ί2·ΰ:2 aattttgagt ctgatt-txs.-g 158-0

atticcceag caatgaacag ega-zta&ggc ggcacagtac cgcgcctstg tttgeggega 1740

tgcttgaeaa tg-ccggcxac aaiarccscg accastaocg gcatctgggc att-ttcaaga 1800

agcacattat CCC't —'Ϊ-Έ· ·φ£. CŤ £ L Q cases s.23ga csa^sssga t^gctcagca 185-0

tcctcaccag atgiggeett ecttiggaat tgsgcttgaa ttgíBccgac tctgttgttc 152-G

gatatacata cgagcccatc «a“gas.g’ga cw^^-scg^a gaaagatcag ttcaatacat 128-0

tggcaatist cgcaactgte casaas.et&g cacagattca agcgggtatc gaettggagt 2040

gíJít/Ď l-S/ZTL-ěS cstewagst íiX^.a c $ -2 tggacgaate ggaatcggee acscttcaaa 218-0

gtaatgaget ggteaaggag cagataasga c^cag-sacas gttggccítg g ae e t. c a s ag 215-0
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<210 5
<211> 48
<212> SÍLA
<213> artificial

S a CCEgt;t cgegctcaaa § t- ť&a ct· t ct atccgcstct taaatcgatc gcgsccggcE 222£

aatscacacs cgatctcatc tt-egactcsg Sgttcassct gtcgcEgssg catgacagca 228£

tacsgcccgc g úa tc§ a ct atgtttcgcg· gcgaaatcat tcegcagaat 2340

cagsccsacs catagcccta catgcgcgac tct-tg^cstg cgatttgat-c gatcccgcca 2400

agtctcgcgt csagatatac C t § Ct* =§ 2- agacggtctc gttgtccgtg atggaagaie 24€0

fcgtggacgct gggcggccss cgagtcgacg catccsccst gga cggcc 11 gaoatgcttc 2 ill

gcg a p ct -zcg gagcctgcta aaagttccca ctggccacrtt ggagtat.cca aaagggtatc 253G

tggasttggg agaaattccg ascgagcsgc: teecstccst ggccaactat acsctgcaec 2€4G

scEccs-accc catgcstgag ccccaggtgt att-tcscggt 111 cggc s. t g astgsogccg 2700

aaatcagcsa tgcttt-gaae ctcttcttcc aaogtcacgg stttgaogac arggcgasaa 278G

s^t- a ccgsgt U L^LCtL-Cag gtottcatsgt g=&g tcug o g c ccg-á í»· cg ataggcasca 2S2G

ggtgrtcts ac asttagcecc ctttctcct-s. csgcecgta- cat.gacttt.g agtcattgaa 2S80

ctacct-ccac geatatatet csttctctta Ecgtegasac aagcagtatt &gagcg%a%a 2940

t.ttgcatacg tstgagactg cj t- c g 11 ggcc srgttggtgag tc&icogaic tttet»zaaca 3000

t g c t c eg c aagctgaaca atttoztagt. tgccgacagc ccaatttcťt tcgecgccta 30SO

ccggcgctgt gacctctcaa cgesgtagcg tatgtagata agatgtatga ttaggggttg 3120

agggg&s.ggs ttatggctga ’Cgsisgtgg ·_■ l· tct-gst-tcgt cs^gtaca-ta agtettagca 3100

tggacoctsg t.ggsggtatt tgctcaasgg g^gg t L-t gcggsagEca CEEgagggeg 3240

gaattaaasc tcaatscgtt ttcaacfttg saaatct&ga “ttožcattg tgattccsSg 3300

trS aecaagtttt tcatcsttga ttctgctgta stgtgaacaa act-acaagta 3300

ggagg&ea&& t2$t Lítr-s^c^gt. tttcagctca cgt g gt & 11 g ■ggtctgacs gg'sgcscsE.a 3420

CgCCgt-t t tt gagac-aEegs aagtxtggaa ttgaccatcc· acaaccacat gegtctccsa 3430

tgatacacct ca tgtgg taccatatga ts ^-tcg^t tt· catatct-agg CEaagsgg s.g 3340

aacatcatac gtacatctga tttgaeaacc cctt-eccccc aacaagat 3SS8

<220
<223> dsssS? primer

<400· S
gaactt-taea aagcggcsgs tatgiegaec geaa&ggscc caggaaae 48

<210 €
<211> 47
<212 > SiíS.
<210 artificial 

<22O
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S 
grtgsacxaxc aac^a agxag tsags^gt-as gsxsagg

<4££> S
tSC^SSCJH^S *aCCggC'C’ga «.'"Z^S-S.

<223> ^rp£(S7£L? prisser

<4D0> S
cacsgsgosa gt^ggeeg·^ at-csctt-cgr. a^gc

<22 3s ~rpEiS7£L.i prisser

<223s hph detecsicB printer

<4SSs IS 
gasttcagcg sg=gcctgs.c
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cast

<22 3> gra&a-acsln pxissr
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