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Abstrakt

Studium genové exprese je v dnesni dobé hlavnim zajmem mnoha vyzkumnych
projektd. Mezi populdrni techniky, které jsou vyuzivadny pro kvantitativni studium
genové exprese, patii real-time RT-qPCR a RNA sekvencovani (RNAseq). RNAseq je
relativné novou metodou, ktera je stale ve vyvoji, na rozdil od metody real-time RT-
gPCR, ktera je osvéd¢ena a pouzivana jiz mnoho let. V soucasné dobé byva casto pii
studiich genové exprese metodou RNAseq vyzadovano potvrzeni vysledkli jinou
metodou, naptiklad real-time RT-qPCR.

V ramci diplomové prace byly tyto dvé metody srovnavany a byly pouzity pro
kvantifikaci genové exprese dvou kment Claviceps purpurea (Cp), Gal404 a 20.1. Byla
provedena analyza diferencialné exprimovanych geni (DEGs) mezi vzorky mycelia a
sklerocia Cp kmene Gal404 a také mezi vzorky sklerocii Cp kmene Gal404 a 20.1. Pro
analyz7u DEGs byly pouZivany dva programy, DESeq a edgeR. Pocet DEGs
vyhodnocenych programy DESeq a edgeR se mezi srovndvanymi vzorky lisil, jelikoZ se
ukdzalo, Ze hodnoty logoFoldChange, které vyjadfuji zménu v expresi genii mezi
srovndvanymi vzorky u ubou programii korelovaly, kdeZto hladina vyznamnosti
zjisténych zmeén v genové expresi (padj) pii téchto vysledcich byla casto obéma
programy vyhodnocena rozdiln¢. Na zéklad¢ vysledkti metody RNAseq bylo vybrano
n¢kolik gent pro relativni kvantifikaci genové exprese metodou real-time RT-qPCR u
vzorkd mycelia a sklerocia obou kment, Gal404 i1 20.1. Vysledky kvantifikace genové

exprese prostfednictvim obou metod byly srovnatelné.

Klicova slova Claviceps purpurea, diferencialni exprese, real-time RT-
gPCR, RNA sekvencovani.
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Study of the gene expression represents an important part or many reasearch projects. The
most popular techniques used for a quantitative gene expression analyses are real-time RT-
gPCR and RNA Sequencing (RNAseq). RNAseq is relatively new and still developing
method, in contrast to real-time RT-gPCR method, which is well established and used for
many years. Due to this fact, the confirmation of RNAseq results by real-time RT-PCR use
to be required very often.

The main aim of this diploma thesis was to compare the two methods, and to quantify
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CILE PRACE

e V teoretické Casti bylo cilem diplomové prace vypracovani literarni reSerSe
zam&fené na obecnou charakteristiku Claviceps purpurea a vyvoj a vyuZziti
technologii pro sekvencovani. Déle bylo cilem teoretické ¢asti prace zpracovani
kapitol zabyvajicich se popisem metody a analyzou dat real-time RT-qPCR, a

také analyzou dat pochézejicich z RNA sekvencovani.

® V experimentalni ¢asti bylo cilem provést analyzu dat z RNA sekvencovani
s ohledem na diferencidlni expresi genli mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii
Claviceps purpurea s pouzitim dvou programi DESeq a edgeR a jejich
porovnani.

e Dalsim cilem experimentalni c¢asti bylo relativné kvantifikovat expresi
vybranych genti mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii Claviceps purpurea

pomoci real-time RT-qPCR.

Hlavnim cilem této prace bylo porovnat metody RNA sekvencovani a real-time RT-

gPCR a porovnat vysledky =ziskané pomoci obou téchto  metod.



1 UVOD

V dne$ni dobé je studium genové exprese zajmem mnoha vyzkumnych praci. Pro
analyzu genové exprese je Casto vyuzivana metoda real-time RT-gPCR a metoda
RNAseq. Metoda real-time RT-qPCR je osvéd¢enou a nékolik let pouzivanou metodou,
ktera umoznuje analyzovat desitky transkripti najednou. Na rozdil od metody RNA
sekvencovani (RNAseq), ktera je relativné novou metodou, kterd poskytuje informace o
celém transkriptomu a umoziuje kvantifikovat expresi vSech exprimovanych genua
V ramci jednoho testu. Z tohoto diivodu byly v rdmci diplomové prace tyto dvé metody
pouzity pro analyzu kvantifikace genové exprese u Claviceps purpurea kmene Gal404 a
20.1, za ucelem srovnani téchto dvou metod. Pro analyzu RNAseq dat s ohledem na
diferencialni expresi genl existuje v dneSni dobé& spousta programi, kdy v rdmci
diplomové prace byly pro analyzu diferencialné exprimovanych geni (DEGs) pouzity
programy DESeq a edgeR. Tyto programy byly vybrany na zaklad¢ predchozich studii,
které ukazaly, ze ziskané vysledky pomoci téchto dvou programii jsou v dobré korelaci.

Teoreticka ¢ast této diplomové prace poskytuje literarni piehled feSené problematiky
na téma obecna charakteristika Claviceps purpurea (Cp) a vyvoj a vyuziti metod
sekvencovani. Dale se teoretickda Cast vénuje popisu metody real-time RT-gPCR a
analyzy real-time RT-qPCR dat, a také analyzou dat pochazejicich z RNASeq.
V experimentalni ¢asti a ve vysledcich je popsan postup a vysledek zpracovani RNAseq
dat s ohledem na diferencialni expresi genii mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii Cp
(mycelium Gal404/sklerocium Gal404, sklerocium 20.1/sklerocium Gal404). V dalsi
¢asti prace byly na zakladé vysledki RNAseq metody vybrany geny, pro relativni
kvantifikaci genové exprese metodou real-time RT-gPCR. V experimentalni ¢asti a ve
vysledcich je popsan postup a vysledek relativni kvantifikace genové exprese 23 genil
pomoci real-time RT-qPCR. Ziskané vysledky byly na zavér pouzity pro srovnani obou
pouzitych metod (RNAseq a real-time RT-qPCR) a také pro srovnani programtt DESeq
aedgeR.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea - rostlinny patogen

V dnesni dobé je znamo asi 45 druht vlaknitych hub, které patfi do rodu Claviceps
(Pazoutova, 2001). Jednim z nejvyznamnéjsich a dobie prozkoumanych zastupct tohoto
rodu vieckovytrusnych, fytopatogennich hub je Cp (Palickovice nachovd). Zastupci
rodu Claviceps mohou napadat vice nez 600 druhti jednod€loznych rostlin véetné
celosvétové vyznamnych plodin jako je zito, pSenice, ryze, kukufice, je¢men, oves,
proso (Bové, 1970) a také Cirok (Tsukiboshi et al., 1991).

Castym hostitelem Cp je Zito, u kterého miiZe tato fytopatogenni houba zplisobovat
onemocnéni znamé jako namel. Béhem zivotniho cyklu Cp dochazi ke tvorbé sklerocii,
kterd obsahuji fyziologicky velmi aktivni slouceniny - namelové alkaloidy. Tyto latky
v minulosti zplisobovaly onemocnéni zndmé jako ergotismus (Lee, 2009). V dne$ni
dobé jsou namelové alkaloidy farmaceuticky vyznamné mykotoxiny se Sirokym
spektrem vyuziti pfi terapeutickych aplikacich, diky jejich schopnosti reagovat
S receptory neurotransmitert centralni nervové soustavy (Haarmann et al., 2009).

Jeden ze zastupcl namelovych alkaloidli — Ergotamin je pouZivan pfi 1é¢bé migrény
(Hansen a Koehler, 2008). Bromokryptin (semisynteticky derivat ergokryptinu) ma své
uplatnéni pii 1écbé Parkinsonovy choroby a také puasobi jako inhibitor pfi nadmérném
vylucovani prolaktinu b&hem hyperprolaktinémie (Schiff, 2006). Neméné¢ vyznamny
zastupce Ergonovin, nazyvany také Ergometrin, nasel své uplatnéni v porodnictvi, diky jeho
schopnosti stimulovat délozni svalstvo a tim zvysit intenzitu svalovych kontrakci béhem
porodu (de Groot et al., 1998). Dihydroergotoxin je smési téi alkaloid — ergokrystinu,
ergokryptinu a ergokorninu a je vyuzivan pro 1é¢bu staiecké demence (Schiff, 2006).

Pfirozena infekce Cp zacina kli¢enim askospor na povrchu blizny hostitelské rostliny.
Tato fytopatogenni houba je vysoce organové specifickd a napadd vyhradné mladé
semeniky hostitelské rostliny. V semeniku dochazi k hojné proliferaci sfacelia
produkujiciho spory (konidie). Tyto spory jsou poté vylucovany do sladké kapaliny
(medovice), ktera obsahuje pievazné glukosu a fruktosu. Spory jsou v medovici pfenaseny
pomoci hmyzu, anebo vzdjemnym kontaktem kvétl, ¢imzZ dochazi k sekundarni infekci a
intenzivnimu rozsifovani houby béhem sezony. Poté co produkce medovice ustane, dochazi
k tvorbé sklerocii, kterd maji obvykle fialovo-Cernou barvu. Sklerocia obsahuji asi 30 %

tukti a 0,01 — 1 % alkaloidd (Kobel a Sanglier, 1986; Tenberge, 1999;).
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U Cp nedochdzi k tvorbé namelovych alkaloidii ve sfacelidlnim stddiu. Nutnym
predpokladem pro tvorbu namelovych alkaloidt je diferenciace sklerocialnich bun¢k
(Mantle a Tonolo, 1968). Tvorba sklerocii je spjata s prudkym nartstem celkového
obsahu lipidi cca z10 % na 30 % oproti buiikkam sfacelia. Dochazi k akumulaci
triglyceridovych oleji, v nichZ majoritni mastnou kyselinu pfedstavuje ricinolejova
kyselina (Bassett et al., 1972). Koncentrace kyseliny ricinolejové odpovida mnozstvi
sklerocii, a proto je tato kyselina dobrym ukazatelem namelovych necistot v obilnych
produktech (Franzmann et al. 2010). Bylo prokazano, Ze k diferenciaci bun¢k sklerocia
dochazi jak za prirozenych podminek béhem infekce, tak v axenické kultufe (Mantle,
1976). K produkci namelovych alkaloidi mutze za specifickych podminek taktéz
dochazet v axenické kultufe (Kobel a Sanglier, 1986).

2.1.1 Biosyntéza namelovych alkaloidi

Namelové alkaloidy reprezentuji skupinu dusikatych houbovych metabolitdi, derivati
indolu, které jsou biosynteticky odvozeny od L-tryptofanu. Tyto slouceniny lze rozdélit
do 3 hlavnich skupin: klavinové alkaloidy, D-lysergova kyselina a jeji derivaty a
ergopeptiny (Shiff P. L., 2006). Geny, které¢ jsou zapojeny do biosyntetické cesty
namelovych alkaloidd, vytvaii klastr 14 genti o velikosti 68,5 kb (Obr. 1) (Haarmann et
al., 2005).

Biosyntetickd cesta namelovych alkaloiddi vedouci k D-lysergové kyseliné zacina
krokem isoprenylace tryptofanu, ktera  je katalyzovana enzymem
4-(y,y-dimethylallyl)tryptofan ~ syntasou = (DMATS) a vede Kktvorbé  4-
dimethylallyltryptofanu (DMAT). Dimethylallypyrofostit (DMAPP) zde ptisobi jako
donor isoprenylové skupiny (Gebler a Poulter, 1992). Tento krok pravdépodobné urcuje
rychlost biosyntézy namelovych alkaloidii a DMATS, ktery je kodovan genem dmaW je
pozitivné regulovan tryptofanem a naopak zpétnovazebné inhibovan pomoci
agroklavinu ¢i elymoklavinu (Cheng et al., 1980).

Cesta biosyntézy pokracuje methylaci DMAT za vzniku N-methyl-
dimethylallyltryptofanu (MeDMAT). Tato pfeména je katalyzovana methyltrasferasou a
jako donor methylové skupiny zde vystupuje sloucenina S-adenosylmethionin (Otsuka
et al., 1980). Nasleduje n¢kolik krokti oxidace a redukce, diky nimz dochazi k tvorbé
chanoklavinu 1, chanoklavin | aldehydu a agroklavinu. Enzym chanoklavin | syntasa

katalyzuje oxidaci MeDMAT za vzniku chanoklavinu I, tento enzym je kédovan genem
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easE (Lorenz et al., 2010). Chanoklavin I je nasledné oxidovan na chanoklavin I
aldehyd za ucasti enzymu alkohol dehydrogenasy kodované genem easD (Wallwey a
Li, 2011). Chanoklavin I aldehyd nasledné¢ podléhd dvojité izomeraci za tvorby
isochanoklavin I aldehydu, tato pfeména probihd neenzymaticky redukci glutathionu.
Isochanoklavin I aldehyd je nasledné redukovan na agroklavin za katalyzy enzymem
easG, produktem genu easG, v ptitomnosti NADPH (Matuschek et al., 2011).

Oxidace agroklavinu, kterd vede k tvorbé elymoklavinu je katalyzovéna agroklavin-
17-monooxygenasou (Kim et al., 1981). Elymoklavin je poté oxidovan na paspalovou
kyselinu klavin oxidasou, kodovanou genem cloA (Haarmann et al., 2006). Vznikajici
kyselina paspalova je poté spontanné pieménéna na kyselinu D-lysergovou (Groger a
Floss 1998).

Soucasti genového klastru Cp jsou 4 geny pro neribosomdlni peptidové syntasy
(NRPS) - IpsB, IpsC, IpsAl a IpsA2. Tyto geny jsou zapojeny do dalSich kroki
metabolické drahy, které vedou k tvorbé D-lysergyl peptidovych laktamt, prekursorii
ergopeptind. V této draze je nejprve D-lysergova kyselina aktivovana enzymem LPS2,
produktem genu IpsB (Correira et al., 2003). Enzym LPS1, kédovany genem IpsAl, se
poté podili na kovalentni vazbé 3 aminokyselinovych zbytkd na aktivovanou kyselinu
za tvorby D-lysergyl tripeptidovych laktamu (Riederer et al., 1996; Haarmann et al.,
2005;), které jsou na zavér pfeménény na ergopeptiny v reakci katalyzované Fe?*/2-
ketoglutarat dependentni dioxygenasou, kodovanou genem easH (Havemann et al.,
2014). Struktura finalnich produkti - ergopeptinti zavisi na aminokyselinach, které byly
zapojeny do kondenzace s D-lysergovou kyselinou, kdy plati, Ze tfeti aminokyselinou je
vzdy prolin (Tab. 1) (Keller, 1999).

LPS1 spole¢né s LPS2 se podili na biosyntéze ergotaminu (Haarmann et al., 2005).
Enzym LPS3 (oznacovany jako ergometrin syntasa), kodovany genem IpsC, je zapojen
do biosyntézy ergometrinu (Ortel a Keller, 2009). Do genového klastru namelovych
alkaloidi také patii gen IpsA2, funkéné podobny genu IpsAl, ktery koduje enzym LPS4
(Lorenz et al., 2009). Jejich funk¢ni odlisnost spociva v tom, ze LPS4 se podili na
syntéze ergokryptinu, zatimco LPS1 katalyzuje produkci ergotaminu (Haarmann et al.,
2005).
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ipsC IpsB easC oasE easG  oasH1 easH2
A _ s
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easA cloA easl easF dmal¥ IpsAt IpsA2

Obr. 1: Klastr genti zapojenych do biosyntézy namelovych alkaloida (Lorenz et al., 2009).

Tab. 1: Druhy ergopeptint v zavislosti na aminokyselinovém slozeni (Podle Keller, 1999).

Pozice Il Pozice |

Alanin Kyselina amino butanova  Valin
Fenylalanin Ergotamin Ergostin Ergokristin
Leucin a-Ergosin a-Ergoptin a-Ergokryptin
Isoleucin B-Ergosin B-Ergoptin B-Ergokryptin
Valin Ergovalin Ergonin Ergokornin
ﬁiﬂéﬁg o-amino Ergobin Ergobutin Ergobutyrin

2.2 Metody kvantifikace genové exprese

Pro kvantifikaci genové exprese v buitkach a tkdnich je pouzivano nékolik metod, mezi
které patii napiiklad Northern blot a in situ hybridizace (Parker a Barners, 1999),
RNAse protection assay (Hod, 1992; Saccomanno et al., 1992), DNA ¢ipy (DNA
microarrays) (Schulze a Downward, 2001) a metoda RNAseq (Wang et al., 2009).
Kvantifikace genové exprese mize byt provedena také pomoci riznych variant reverzné
transkripéni polymerasové fetézové reakce (RT-PCR), jako jsou napft. semikvantitativni
RT-PCR (Montgomery a Dallman, 1977) ¢i kvantitativni kompetitivni RT-PCR (Wang
et al., 1989, Vanden Heuvel et al., 1993). Nejmoderngjsi variantou RT-PCR pro
kvantifikaci genové exprese je vSak kvantitativni real-time RT-PCR (real-time RT-
gPCR) (Heid et al., 1996). Metody RNAseq a real-time RT-qPCR jsou pfedmétem této
prace, proto se nasledujici text zaméti pouze na popis real-time RT-qPCR a pozd¢ji na
popis metody RNAseq.

Genova exprese je proces, pii kterém je geneticka informace uloZena v genu (DNA)
pfevedena do struktury proteinli. mRNA je molekula, kterd ptfendsi genovou informaci
K ribozomiim, mistu syntézy proteinti. Analyza genové exprese tedy probiha na trovni
mRNA, a proto musi byt RNA v testovaném Vvzorku nejprve piepsana do

komplementarniho fetézce DNA (CDNA) prostiednictvim retroviralniho enzymu
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reverzni transkriptasy (RT), coz je RNA-dependentni DNA polymerasa. Proces reverzni
transkripce je rozhodujici pro citlivou a ptfesnou kvantifikaci genové exprese, jelikoz
mnozstvi cDNA odrazi pivodni mnozstvi mRNA ve vzorku (Kubista et al., 2006).

Reverzni transkripce miize probihat bez pfidavku primeru, vyssi t€innosti reakce 1ze
vSak dosahnout, kdyz jsou primery piidany (Stdhlberg et al., 2004). Primer je kratky
synteticky pfipraveny oligonukleotid, ktery se komplementarn¢ navazuje ke spefickému
mistu templatu a slouzi jako pocatek syntézy nové vznikajiciho fetézce pomoci
polymerasy. Deoxyribonukleotidové primery pouzivané pro reverzni transkripci jsou
trojiho typu: oligo(dT) primery, ndhodné hexanukleotidové primery (random hexamers)
a genov¢ specificky primer. Oligo(dT) primery hybridizuji s polyadeninovym koncem
pfitomnym ve vétSin€ eukaryotickych mRNA a tim iniciuji reverzni transkripci mRNA
(Kubista et al., 2006). Vyhodou téchto primeri je nepfitomnost adeninové baze v jejich
sekvenci, coz zamezuje skladani nukleovych kyselin do vysSich struktur, proto se u
téchto primert predpokladd, ze jsou ucinngj$i a méné zavislé na teploté nez ostatni
pouzivané (Stahlberg et al., 2004). V piipadé hexanukleotidovych primerd se jedna o
smés fragmentl, které obsahuji vSechny mozné kombinace nukleotidll (A, C, T, G) a
jsou schopny zahajovat syntézu cDNA na mnoha mistech RNA templatu. Efektivita RT
reakce zavisi na sekundarni a terciarni strukture RNA (Freeman et al., 1999; Kubista et
al., 2006). Tteti alternativou je genové specificky primer, ktery je pouzivan, ma-li byt
analyzovana specificka mRNA (Kubista et al., 2006).

Po ukonceni reverzni transkripce je ziskand cDNA exponencidlné¢ amplifikovdna
Vv pribéhu polymerasové fetézové reakce (PCR) s vyuzitim DNA polymerasy, kdy
nejCasteji pouzivanou je termostabilni DNA polymerasa (Taq) izolovand z termofilni
bakterie Thermus aquaticus. Metoda vyuziva par primert, kdy kazdy hybridizuje s
komplementarni sekvenci na jednom ¢i druhém vldkné dvoufetézcové struktury DNA
(dsDNA). Tato dvojice oligonukleotidi ohrani¢uje specifickou oblast cilové molekuly,
ktera ma byt exponencidlné amplifikovana. Hybridizované primery slouzi jako substrat
pro Taqg DNA polymerasu, ktera syntetizuje nové vlakno DNA na zaklad€ ptivodniho
vlakna postupnym piidavanim deoxynukleotidii (ANTPs) (Kubista et al., 2006). Reakce
klasicky probiha v opakujicich se teplotnich cyklech, které zahrnuji tyto 3 kroky: 1.
denaturace DNA dvousroubovice, 2. nasednuti primerti na denaturovana vlakna DNA
(ssSDNA) a 3. syntéza DNA (Obr. 2). Tuto techniku poprvé popsal v roce 1980 americky
chemik Kary Mullis (Mullis et al., 1986).
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Obr. 2: Znazornéni prub&hu prvniho cyklu polymerasové fetézové reakce (PCR).

Analyza a kvantifikace DNA v ptipad¢ real-time RT-qPCR je provadéna na zakladé
méfeni fluorescence. Technika real-time RT-gPCR umoznuje kvantifikaci vznikajiciho
produktu v realném c¢ase (Higuchi et al., 1993; Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996).
Tato citliva a pfesna metoda umoznuje kvantifikaci PCR produktu béhem exponencialni
faze PCR. V dnesni dobé¢ existuje vice monitorovacich technik, které umoziuji detekci
vznikajiciho PCR produktu v realném case. Metoda real-time RT-gPCR byla poprvé
popsana s pouzitim hydrolyzaéni sondy (TagMan). TagMan sondy vyuzivaji 5°-3°
exonukleasové aktivity Taqg DNA polymerasy, tedy schopnost §tépit sondu v pribéhu
prodluzovaci faze PCR cyklu (Holland et al., 1991). Sonda je komplementarni
k templatové sekvenci DNA a Kkjeji hybridizaci dochéazi spolecné se
specifickymi primery v druhé fazi PCR cyklu. TagMan sonda emituje fluorescencni
signal pouze po jejim rozstépeni, kdy je uplatnovan Forstertiv rezonan¢ni pienos energie
(FRET) (Cardullo et al., 1988). Tato hydrolyzacni sonda je dvojité znaceny
oligonukleotid s reportérovym fluorochromem, ktery umoznuje detekci fluorescence,
napt. FAM (6-karboxyfluorescein) na jednom konci a jeho zhaseCem, napi. TAMRA (6-
karboxy-tetramethylrhodamin) na konci druhém. Pokud je sonda v intaktni formé, neni
méfena zadnd fluorescence. Béhem polymerace za¢ne byt sonda postupné degradovana
prostrednictvim 5'-3' exonukleasové aktivity Taq polymerasy, reportér a jeho zhasec se
od sebe zacnou vzdalovat a fluorescence produkovana reportérovym barvivem jiZ neni
pohlcovana jeho zhaSecem, coz se projevuje zvySenim intenzity fluorescencniho signalu
(Obr. 3), ktery je mefen po kazdém cyklu reakce a koreluje s mnozstvim vznikajiciho
produktu (Gibson et al., 1996; Heid et al., 1996).
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Obr. 3: Znazornéni principu TagMan sondy, FW piedstavuje ,,forward“ primer, RV ,reverse*
primer (Podle Overbergh et al., 2010).

Dals$i pouzivana zobrazovaci technika real-time RT-qPCR je zaloZena na detekci a
kvantifikaci PCR produktu na zékladé pouziti fluorescencnich, interkalacnich barviv.
Tato technika byla poprvé popsana vroce 1993 na zdklad¢ sledovani zvyseni
fluorescence ethidium bromidu, jako vysledek jeho inkorporace do dvousroubovice
DNA (Higuchi et al., 1993). Posledni dobou je v$ak Siroce pouzivanym barvivem
SYBR GREEN (Obr. 4 A), ktery se interkaluje do dvouSroubovice DNA a je mnohem
méné toxicky nez ethidium bromid. SYBR GREEN patii mezi kyaninovéa barviva
(Zipper et al., 2004). Asymetricka kyaninova barviva obsahuji dva aromatické systémy,
které jsou spojeny methinovym mustkem a ve své struktufe maji kladn€ nabity atom
dusiku. Tato barviva ve volném stavu neprodukuji fluorescenci v disledku stabilnich
vibracnich stavli aromatickych systému, které premeéiuji excitacni energii na teplo.
Produkce fluorescence nastane, pokud je ve vzorku pfitomna dsDNA a toto barvivo je
navazano do malého zafezu dvousSroubovice, ¢imZ je znemoznéna rotace na
methinovych miustcich (Obr. 4 B). Intenzita fluorescence se zvySuje s pfibyvajicim
mnozstvim dvouvlaknové DNA (dsDNA) (Nygren et al., 1998). Tato barviva jsou
sekvenéné¢ nespecifickd a vedou ktvorbé fluorescence v pfitomnosti jakékoliv
dvouvldknové DNA, vcetné¢ primer-dimerovych formaci, coz miize vést k chybnym
vysledkiim, proto je dobré vzdy po skonceni PCR reakce provést analyzu kiivky tani

amplifikovaného produktu.
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Obr. 4: Strukturni vzorec barviva SYBR GREEN (A) (Kubista et al., 2006). Grafické
znazornéni interkalace barviva SYBR GREEN do dvousroubovice DNA (B) (Podle Overbergh
et al., 2010).

Mezi dalsi typy sond ¢i primerQ, které slouzi k monitorovani pribéhu PCR reakce
VvV realném Case, mizeme zatadit naptiklad hybridiza¢ni sondy (Caplin et al., 1999),
,molecular beacons“ (tzv. molekularni majacky) (Tyagi a Kramer, 1995), Scorpion

primery (Thelwell et al., 2000) a Light-up sondy (Isacsson et al., 2000).

2.2.1 Monitorovani priabéhu real-time RT-gPCR reakce

Reakce probiha a je zaznamenavana pomoci pfistroje pro real-time RT-gPCR. Tento
ptistroj ma vlastnosti klasického thermocycleru, ktery slouzi k amplifikaci
pozadovaného templatu. Piistroj je navic vybaven optikou pro excitaci fluorescence a
detektorem pro zachyceni fluorescenéniho signalu. Software pfistroje slouzi pro sbér a
analyzu dat, coZ umoziuje zaznamenavani pribéhu reakce do grafu — amplifikacni
kiivka, kde na ose y je vynesena zména fluorescence a osa x vyjadiuje pocet PCR cykla
(Obr. 5) (Ma et al., 2002).

Reportérové barvivo generuje fluorescencni signal, ktery odrazi mnozstvi
vznikajiciho produktu. Se zvySujicim se mnoZstvim amplifikovaného produktu, dochazi
k exponencialnimu rustu kiivky. Po uré¢ité dobé& kiivka piestava rust a dostava se do faze
nasyceni (plato), béhem niz dochdzi k vycCerpani kritickych slozek, jako jsou primery,
reportérové barvivo ¢i dNTPs (Kubista et al., 2001). V pribéhu exponencialni faze

ristu se urcuje tzv. prahova hodnota fluorescen¢niho signalu — ,,treshold* linie, kdy pfi
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této stanovené hodnoté¢ mohou byt srovnany vSechny vzorky. Cyklus, pii kterém
dochazi k nartstu fluorescence nad prahovou hodnotu je vyjadiovan CT hodnotou
(cycle treshold). Tato hodnota je nepfimo imérna mnozstvi vychoziho templatu a je
zékladnim parametrem pro vypocet miry exprese. Zakladni linie (baseline) predstavuje
pocatecni cykly PCR reakce, ve kterych dochézi k akumulaci signalu, ktery je pod mezi

detekce pouzivaného pfistroje (Ginzinger, 2002).

1] 1< —

Exponencidlni faze

=

CT hodnota

<4—  Treshold*
linie

]

Zakladni linie 1% 20

Intenzita fluorescence (Rn)

Pocet cykla

Obr. 5: Schéma prubéhu real-time RT-qQPCR reakce (amplifikaéni kiivka). Zakladni linie
pfedstavuje pocatecni cykly PCR reakce, kdy pfistrojem neni detekovan zadny signal.
., Treshold“ linie pfestavuje prahovou hodnotu fluorescenéniho signalu. Hodnota CT vyjadiuje
cyklus, kdy dochazi k naristu fluorescence piekracujici prahovou hodnotu. ARn je indikatorem
velikosti signalu tvofeného béhem PCR reakce (Podle Grinzinger, 2002).

18



2.2.2 Kvantifikace genové exprese
Metoda real-time RT-qPCR je pouzivana k detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin,
pricemz kvantifikace mize byt absolutni nebo relativni. Chybné interpretaci expresnich

profilt cilovych genti mezi jednotlivymi vzorkami muizeme predejit normalizaci (Bustin

et al., 2000).

2.2.3 Normalizace

Porovnani genové exprese u riznych vzorkd pomoci real-time RT-qPCR vyzaduje
korekci rozdila ve vychozim mnozstvi RNA a v G¢innosti reakce reverzni transkriptasy,
kter¢é mohou mit za nasledek, Ze mnozstvi cDNA nemusi piesné¢ odrazet ptvodni
mnozstvi mRNA. Proto je nutné provést normalizaci, kterd slouzi ke zjiSténi, zda
rozdilny expresni profil, ktery byl analyzovan mezi vzorkami u cilového genu skutecné
mnozstvim vstupni cDNA. Nejpouzivangjs$im zpusobem pro korekci téchto rozdilti mezi
vzorkami je normalizace referenénim genem. Idealni referencni gen by mél vykazovat
konstantni expresi ve vSech tkanich organismu, V riznych vyvojovych stadiich a za
vSech podminek. Ve skutecnosti exprese referencnich gentt miize byt také regulovana a
zavisi na druhu pouzivanych tkani. Univerzalni referencni gen s konstantni expresi ve
vSech tkanich neexistuje, a proto je dulezité, aby byl pro pfislusny experiment vzdy
vybran vhodny referenéni gen (Overbergh et al., 2010). Jako referen¢ni geny byvaji
Casto pouzivany — glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa (GPDH), albumin, aktin,
tubulin, cyklofilin, hypoxantin fosforibosyltransferasa (HRPT), 28S a 18S rRNA
(Thellin et al., 1999). Byly vyvinuty také specifické softwary, které slouzi k hledani
optimalniho referen¢niho genu pro konkrétni experimenty (Vandesompele et al., 2002;
Pfaffl et al., 2004).

2.2.4 Absolutni kvantifikace genové exprese

Absolutni kvantifikace genové exprese je zalozena na znamé koncentraci standardu,
ktery je vyuzit pro méfeni skutecného poctu kopii cilové molekuly v nezndmém vzorku.
Postupnym fedénim vzorku o znamé koncentraci je ziskan set standardu, je
konstruovana kalibraéni kiivka zavislosti logaritmu hodnot pocatecnich mnoZzstvi
standardii na odpovidajicich hodnotaich CT ziskanych béhem amplifikace kazdého

vzorku fedici fady. Z kalibra¢ni ptimky lze odecist vychozi koncentraci neznamého
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vzorku. Jako standardy mohou byt pouzivany rtizné materialy, jako jsou napi. PCR-
amplifikované cilové sekvence (Leong et al., 2007), plasmidy obsahujici cilové
sekvence (Whelan et al., 2003) nebo komeréné ptipravovana DNA (Dworkin et al.,
2002).

2.2.5 Relativni kvantifikace genové exprese

Pii relativni kvantifikaci genové exprese je porovndvana relativni zména genové
exprese ve vice vzorcich. Jeden ze vzorkll je pouzivan jako kalibrator — kontrolni
vzorek. Zjistuji se zmény v mnozstvi mRNA testovaného vzorku oproti kalibratoru
(downregulace, upregulace). Pro vypocet relativni kvantifikace genové eprese jSou
pouzivany rizné metody.

Jednou z pouzivanych metod pro relativni kvantifikaci genové exprese je
komparativni 2-4AC€T metoda. Pfi této metod& jsou nejprve normalizovany CT hodnoty
cilového genu CT hodnotami referenéniho genu pro neznamy vzorek i kalibrator.
V dal§$im kroku je vypocténa relativni kvantifikace genové exprese rozdilem
normalizovanych hodnot nezndmého vzorku a kalibratoru. Na zéavér je vypocten
normalizovany expresni pomér (NEP). Tato metoda piedpoklada, ze cilovy a referen¢ni
gen jsou amplifikovany se stejnou efektivitou, a to 100 % (Livak a Schmittgen, 2001).
ACT (neznamy vzorek) = CT (cilovy gen, neznamy vzorek) — CT (referencni gen, neznamy vzorek)

ACT (katibrator) = CT (cilovy gen, kalibrator) — CT (referenéni gen, kalibrator)
AACT = ACT (nezmamy vzorek) = ACT (kalibritor) — NEP = 2784¢T

Dalsi pristupem je PFAFFLova metoda kvantifikace s kalkulaci efektivity PCR
reakce. Pii pouZiti této metody musi byt stanovena efektivita PCR reakce pro cilovy i
referencni gen, proto byvé nejprve sestrojena kalibra¢ni kiivka pro par primert, kdy z

rovnice regresni pifimky kalibra¢ni kiivky miiZze byt vypoctena efektivita reakce podle

-1
vzorce: E = 10 smérnicepfimky  Pro ziskani normalizovaného expresniho poméru touto

metodou je pouzivan vztah:

A CT cilovy gen (kalibrator—vzorek)

NEP = E cilovy gen
- E referen¢ni gen A CT referen¢ni gen (kalibrator—vzorek)’

kde hodnota E predstavuje

ucinnost amplifikace (Pfaffl, 2001).
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2.3 Vyvoj a vyuziti metod sekvencovani

Historie sekvencovani ma své pocatky vroce 1977, kdy byla poprvé publikovana
Sangerova a Maxam-Gilbertova metoda sekvencovani (Maxam a Gilbert, 1977; Sanger
et al., 1977). Sangerova metoda je zalozena na sekvencovani pomoci detekce ukonéeni
prodluzujiciho se vlakna DNA, kdy k ukonceni eclongace vlakna jsou vyuZivany
dideoxynukleotidy (Sanger et al., 1977). Maxam-Gilbertova metoda sekvencovani je
zalozena na modifikaci molekuly DNA a nasledném S$tépeni molekuly pomoci
chemickych cinidel specifickych pro jednotlivé nukleové baze (napt. hydrazin Stépi
cytosin a thymin) (Maxam a Gilbert, 1977). Jak Sangerova, tak Maxam-Gilbertova
metoda sekvencovani patii mezi technologie tzv. prvni generace. I kdyz v pribéhu let
doslo k n€kolika vylepSenim, ke kterym patii vyuziti fluorescencniho zna€eni (Smith et
al., 1986) ¢i nahrazeni gelové elektroforézy kapilarni elektroforézou (Swerdlow a
Gesteland, 1990), s postupem c¢asu se zacaly vyvijet nové technologie, které umoznuji
sekvencovani obrovského mnozstvi fragmenti DNA mnohem rychleji a jsou méné
finan¢né naro¢né (Tucker et al., 2009). Nejprve se zacaly objevovat technologie tzv.
druhé generace, v dneSni dob¢ jiz zndme i tzv. tfeti generaci sekvenacnich technologii
(Delseny et al., 2010). Nové metody sekvencCovani poskytuji obrovské mnozstvi
kratkych sekvenci nukleotidd (,,ready), které lze vyuzit pro mnoho aplikaci. Mezi
resekvencovani. K dal§im vyuzitim téchto metod patii odhalovani mutaci,
polymorfismi, sekvencovani transkriptomu (RNAseq), studium interakci DNA-protein
a studium konformace chromosomu (Shendure a Ji, 2008; Metzker, 2009).

K sekvena¢nim technologiim tzv. druhé generace patii metoda Roche/454, ktera je
zalozena na pyrosekvencovani (Ronaghi et al., 1996), metoda Illumina vyuzivajici
sekvenaci syntézou (Turcatti et al., 2008), metoda SOLID zaloZena na sekvenCovani
ligaci (Shendure et al., 2005) a také metoda lon torrent, ktera vyuziva detekce
vodikovych protoni uvolnénych v pribéhu syntézy noveé vznikajiciho fetézce DNA
(Merriman a Rothberg et al.,, 2012). Dulezitou soucasti procesu sekvenCovani u
technologii tzv. druhé generace je amplifikace fragmenti DNA (Delseny et al., 2010).

Jak jiz bylo zminéno, v dnes$ni dobé€ jsou jiz vyvinuty sekvenacni metody tzv. treti
generace, pro které je charakteristické vynechani amplifika¢niho kroku. Tyto metody
1ze vyuzit k sekvencovani jediné molekuly DNA (Delseny et al., 2010). Do této skupiny

metod mizeme zahrnout technologii HeliScope™, ktera byla vyvinuta spoleénosti
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Helicos Biosciences (Thompson a Steinmann, 2010), technologie SMRT™ (z
anglického single molecule real-time sequencing technology) od spole¢nosti Pacific
Biosciences (Eid et al., 2009) a sekvencovani s vyuzitim nanopori, kde jsou umistény
malé elektrody a prochazi jimi zkoumany fetézec DNA (Branton et al., 2008).

V ramci diplomové prace byla pro sekvencovani vzorki vyuzita metoda Illumina,

proto se nasledujici text bude zabyvat postupem sekvencovani touto metodou.

2.3.1 Sekvencovani metodou Illumina

Sekvenator firmy Solexa byl poprvé uveden na trh v roce 2006 a o rok pozdgji byl tento
piistroj odkoupen firmou Illumina. Princip metody je zaloZen na sekvencovani syntézou
(Ansorge, 2009). Tento prvni sekvenator spolecnosti Illumina umozioval piecteni
sekvenci dlouhych typicky 36 bp a byl pivodné urcen pro resekvenCovani genomi
(Farrer et al.,, 2009). V soucasné dob& spolecnost Illumina poskytuje nékolik
sekvenacnich platforem, jako jsou: MiniSeq systém a pfistroje série MiSeq, NextSeq,
HiSeq a HiSeq X.

Piiprava DNA knihovny vyZzaduje fragmentaci vzorku DNA. K tomuto G¢elu mohou
byt vyuzity tfi rozdilné ptistupy. Bézné€ pouzivanou metodou je nebulizace, kdy stlaceny
dusik nebo vzduch svym tlakem mechanicky fragmentuje DNA. Dalsi pouZivané
metody jsou sonikace, pfi které jsou vyuzity ultrazvukové viny pro naruseni DNA a
enzymaticka fragmentace DNA (Knierim et al., 2011). Konce fragmentit DNA jsou po
fragmentaci zarovnany, fosforylovany a na 3‘- konci adenylovany (Ansorge et al.,
2009). Nasledné jsou na 5 a 3¢ konce vzniklych fragmentit DNA navazany dva rozdilné
adaptéry, diky nimZ dochazi k navazani vlakna ke komplementarnim oligonukleotidim

amplifikacni desticky (Obr. 6) (Mardis, 2007).
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Obr. 6: Grafické znazornéni ptipravy DNA knihovny. 1. fragmentace DNA. II. zatupeni konci,
adenylace. III. pfipojeni adaptéri. IV. vybér fragmenti s ptipojenymi adaptéry (Podle Ansorge
et al., 2009).

Jakmile je knihovna pfipravena, dochazi k hybridizaci fragmenti DNA na specialni
amplifikaéni desticku (,,flow cell), kde probihd tzv. mustkova amplifikace.
Amplifikacni desticka je slozena z 8 linii, kdy kazdd linie md na svém povrchu
kovalentné navazany dva typy oligonukleotidd, které¢ jsou komplementarni ke
specifickym adaptérim na koncich DNA fragmentt (Mardis et al., 2007).

Fragment jednofetézcové DNA (ssDNA) je navazan adaptérem na komplementérni
oligonukleotid amplifika¢ni desticky. Nasledné dochazi k syntéze druhého vldkna, kdy
adaptér slouzi jako primer. Vzniklé vlakno dsDNA je denaturovano a puvodni templat
je odmyt. Poté dochazi k ohnuti vzniklého vldkna a jeho navazéani k druhému typu
oligukleotid, ¢cimz vznik4 mustek mezi obéma typy oligonukleotidii. Jakmile je vldkno
ohnuto, dochéazi k syntéze komplementdrniho fetézce. Vznikla dsDNA je nasledné
denaturovéna, ¢imz dochazi ke vzniku dvou vlaken, forward a reverse. Cely proces je
s témito vldkny opakovan, kdy vysledkem je mnohonasobné znasobeni fragmenti DNA
a tvorba tzv. klastrd (Obr. 7). Po dokonéeni amplifikace jsou ,,reverzni* vlakna odmyta.
,Forward“ vlakna jsou zachovana a jsou nasledné vyuzita pro samotny proces
sekvencovani (Ansorge, 2009).

Po dokonceni tvorby klastri nasleduje samotny proces sekvencovani, kdy na
jednovlaknové a linearni amplikony v Kklastrech jsou hybridizovany sekvenacni primery,
které ptisedaji k sekvencim adaptéri. Sekvence primert je prodluZovéna a je vytvareno
komplementarni vlakno s pouzitim DNA polymerasy a ctyt odlisné fluorescencéné
znacenych nukleotidl, jejichz 3° —OH skupina je chemicky inaktivovana. Tato

inaktivace umoziuje inkorporaci pouze jednoho nukleotidu do vznikajiciho fetézce
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Vv pribéhu jednoho cyklu. Po zaclenéni nukleotidu dochazi k uvolnéni fluorescenéniho
signalu, ktery je zachycen detektorem, diky némuz je nukleotid identifikovan.
Terminacni a fluorescencni znacky jsou nasledné chemicky odstranény a dochazi

k inkorporaci a identifikaci dal$iho nukleotidu (Obr. 8) (Shedure a Ji, 2008).
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Obr. 7: Grafické znazornéni mustkové amplifikace a tvorby klastrti (Shendure a Ji, 2008).

@ ® ® Znacené nukleotidy
@

Polymerasa ® @ ® Inkorporace

Sekvenaéni primer
5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTECGATCT 3
3 TAGATGTGAGAAAGGCATGTGCTGCCACAAGGCTACAACCTTACACCACCATTCCACTAGCCTTCTCGAGCATA 5-

Cilovéa sekvence

v
oy : Excitace fluorescenéni znacky
pomoci laseru Detekcee signalu

5! ACACTCT’I‘TCCCTACA;:GACGCTCTTCCGATC&
3' TAGATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAG GTTGCAGGAGCATT! CTA( TTCTCGAGCA!

A 4

Filtr pro nukleotidy A, C, T, G

Odstranéni
5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTT 3' ﬂuorescenéni a
3' TAGATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGARGGCTAGARCGTTGCAGGAGCATTGCACTAGCCTTCTCGAGCATA 5

terminaéni znacky

Obr. 8: Grafické znazornéni samotného procesu sekvencovani metodou Illumina (Podle Kircher
a Kelso, 2010).
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2.4 Sekvencovani transkriptomu pomoci RNAseq

Vyvoj metod sekvencovani nové generace poskytl novou metodu RNAseq, kterd je
velmi vykonnou technologii pro studium transkriptomu. Metoda RNAseq je vyuzivana
pro studium alternativnich sestfihd (Gan et al., 2010), umoznuje zkoumat expresi gent
organismi v riznych tkanich, riznych fazich vyvoje a za riznych podminek (Mortazavi
et al., 2008), muize byt vyuzita také k detekci fuze gent (Maher et al., 2009) ¢i k detekci
dlouhych nekddujicich RNA (IncRNAs) (Guttman et al., 2010) a k identifikaci
jednonukleotidovych variant (SNVs) v oblastech exonti (Chepelev et al., 2009).

Tato metoda vyzaduje fragmentaci mRNA na mensi Casti, ze kterych je vytvorena
knihovna kratkych cDNA fragmentl S pfipojenymi adaptéry na jejich koncich.
Framenty jsou poté sekvencovany pomoci sekvenatoru, kdy vysledkem jsou tzv.
ready*, kratké sekvence nukleotidi vzniklé sekvencovanim z jednoho konce fragmentt
(,,single-end sequencing) nebo obou koncu (,,pair-end sequencing®). Vysledkem jsou
jeden nebo dva soubory obsahujici sekvence ziskanych ,readi* ve formatu FASTQ

(Wang et al., 2009).

2.4.1 Kontrola kvality sekvencovani

2.4.1.1 FASTQ Format

FASTQ format obsahuje nejen informace o sekvenci produkovanych ,,readu’, ale také o
kvalité kazdé baze, ktera se v sekvenci nachazi. Kazdy ,,read” je bézn¢ popsan Ctyfmi
radky. Prvni fadek zacina znakem ,,@“ za nimz nasleduje identifikator sekvence. Druhy
fadek obsahuje sekvenci ,,readu. Treti fadek zacina znakem ,,+ a vétSinou obsahuje
op¢t identifikator sekvence a mizou se zde objevit dopliujici informace. Posledni fadek
FASTQ formatu obsahuje jednomistny ASCII kod pro skére kvality kazdé baze. (Tab.
2) (Cock et al., 2010).

Skoére kvality uruje pravdépodobnost chyby pii sekvencovani nukleotidové baze
(base call) sekvena¢nim pftistrojem. Existuje nékolik riznych FASTQ formati, které se
li$i v typu zapisovéani skore kvality a v poctu ASCII znaki, které jsou k zapisovani
pouzity (Obr. 9). Pivodni FASTQ format (fastq-sanger) vyuziva pro urceni kvality
spravné identifikace baze pfistrojem Phred skore (Cock et al., 2010), které je
definovano jako dekadicky logaritmus pravdépodobnosti (P), ze pii identifikaci baze

doslo k chybé vynasobeny -10 — Qpnrep = -10 * logio (P) (Ewing a Green, 1998). Dalsi
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FASTQ formaty pochazi od firmy Illumina. Prvni se nazyva fastq-solexa, pro urceni

kvality spravné identifikace baze vyuziva Solexa skore, které je pocitano podle vztahu
QsoLexa = -10 * logio (fp), (Cock et al., 2010). Dalsi FASTQ Illumina formaty 1.3+,

1.5+ a 1.8+ pouzivaji Phred skore kvality. Jednotlivé formaty pouzivaji k zakédovani
skore kvality rizné ASCII znaky (Obr. 9). Vztah mezi Phred skore a pravdépodobnosti
chyby identifikace baze je vyjadiena v Tab. 3.

Tab. 2: Ukazka FASTQ formatu, udavajiciho informaci o ,,readu (Podle www.wikipedia.org).

1.tadek | @Seq_ID

5 tadek | GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGT
-1adek | TCAACTCACAGTTT
3. fadek | +

4.14dek | 1HR((((F94))%%% )% % % %). 1 #5% %)) #%5 5 CCF>>>>>>CCCCCCC65

33 59 64 73 104 126
L 26...31. 4@
5B, 0. 40
B, 9 48
0.2 e 26...31........41
S - Sanger Phred+33  —9 Ocekavané skore (0, 40)
X - Solexa Solexa+64 =P Ocdekavané skore (-5, 40)

I - Illumina 1.3+ Phred+64  — QOgekavané skore (0, 40)
—» Ocekavané skore (3, 40)
- I1lumina 1.8+ Phred+33  — Qg¢ekavané skore (0, 41)

Obr. 9: Typ kodovani vyuzivany vybranymi sekvena¢nimi pfistroji. Napt. fastg-sanger format
koduje Phred skore pouzitim ASCII znakil 33—-126. Kédovani Phred+33 znaci, Ze ke skore je
nutno pficist ¢islo 33 (Podle www.wikipedia.org).

Tab. 3: Vztah mezi ,,Phred quality score* a pravdépodobnosti chybné identifikace baze (Podle
www.illumina.com).

Phred quality score® Pravdépodobnost nespravné Presnost identifikace
» quaity identifikované béze (%)
10 1210 90
20 1ze 100 99
30 121000 99,9
40 1710000 99,99
50 17100 000 99,999
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2.4.1.2 Zhodnoceni kvality dat

Moderni sekvenatory mohou produkovat desitky miliont kratkych sekvenci (,,readi)
Vjednom behu. Pfed pouzitim téchto ,readi* pro dal$i analyzy je nutné provést
kontrolu jejich kvality. Oblibenym néstrojem pro hodnoceni kvality dat je program
fastQC, kde je analyza provadéna fadou analytickych modult. Program nam poskytuje
informace 0 zakladni statistice. Hodnoti rozlozeni Phred kvality v jednotlivych pozicich
sekvenci a distribuci Phred kvality sekvenci (Obr. 10 A, B). Je hodnocen také vyskyt
jednotlivych bazi ve vSech pozicich sekvenci, ktery by mél byt vyvéazen a vyskyt GC ve
vSech pozicich sekvenci (Obr. 11 A, B) a distribuce procentualniho obsahu GC v
sekvencich (Obr. 12). Program vyuziva také moduly, které hodnoti neidentifikované
baze (N) ve vSech pozicich sekvenci, distribuci délky sekvenci (Obr. 13 A, B) a
piitomnost duplikovanych sekvenci (Obr. 14 A) a adaptéri. Hodnoti se také pfitomnost
nadmérné zastoupenych sekvenci a k-merd (Obr. 14 B) (www.insidedna.me).

Kromé programu fastQC existuji i dal$i néstroje pro zhodnoceni kvality dat, jako
jsou napiiklad programy PRINSEQ (Schmieder a Edwards, 2011), TagCleaner
(Schmieder et al., 2010) a HTQC (Yang et al., 2013).

A Skore kvality nap¥i¢ viemi bazemi B Distribuce skore kvality
*| TTTTTITITIIT kvalita
» IHAEAEEBEA IO CE O] | ‘ ‘ ‘ |
2 L 160000
f (] 7g7_ Im 140000
i L 120000
2 1 100000
18
® 80000
-
& 60000
10
8 | 40000
6
4 [ | | | 20000
o 123456 78 91011121314151617 18192021 222324252627 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 35 39 40 0 2345678 910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Pozice v ,,readu‘ (bp) Kwvalita sekvence (Phred skore)

Obr. 10: Grafické zhodnoceni kvality bazi v kazdé pozici ,readu”. Zelena oblast piedstavuje
velmi dobrou kvalitu baze, oranzova pfiméfenou kvalitu a ¢ervena oblast Spatnou kvalitu bazi
(A). Distribuce Phred kvality sekvenci. Vrchol grafu predstavuje primérnou kvalitu bazi (B)
(Podle www.bioinformatics.babraham.ac.uk).
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A Vyskyt bazi ve vSech pozicich sekvenci B Obsah sekvence napii¢ vSemi bazemi

100.0

%T %GC
o0 %C 90.0
%A
%G

a0
70
50
50 50.0 M
40

30

12343678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 235 27 9 31 33 35 37 39

Pozice v ,,readu‘ (bp) Pozice v ,,readu,, (bp)

Obr. 11: Grafické znazornéni zastoupeni jednotlivych bazi v sekvencich (A) a vyskytu GC ve
vsech pozicich sekvenci (B) (Podle www.bioinformatics.babraham.ac.uk).

Distribuce GC naprfi¢ vSemi sekvencemi

Obsah GC na
read
Teoretické
rozloZeni

22500

20000

17500

15000

12500

10000

7500

5000

2500

0246511 15 18 23 27 31 35 30 43 47 51 55 50 63 67 71 75 79 &3 87 91 95 89

Obsah GC (%)

Obr. 12: Grafické znazornéni distribuce % obsahu GC (Podle
www.bioinformatics.babraham.ac.uk).
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A Obsah N napfi¢ vSemi badzemi B Distribuce délek ,,readti

%N Délka sekvence

80 200000
70 175000
60 150000
125000

i 100000

0 25000

12345678610 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 3z 34 236 38 400 3

Pozice v ,,readu‘ (bp)

41

Délka sekvence (bp)

Obr. 13: Grafické znazornéni obsahu neidentifikovanych bazi (N) ve vSech pozicich sekvenci
(A) a distribuce délek ,,readia* (B) (Podle www.bioinformatics.babraham.ac.uk).

A Procento neduplikovanych sekvenci B Vyskyt k-mert

% neduplikovanych sekvenci
% celkovych sekvenci

N\

o NN g N N
1 2z 3 % 5 & 7 & § =10 =50 =100 =500 =1k 5k =lck 1 2 3 4 5 6 7 @ © 1011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34

Uroven duplikace Pozice v ,,readu‘ (bp)

/\

Obr. 14: Grafické znazornéni piitomnosti duplikovanych sekvenci (A) a k-mert (B) (Podle
www.bioinformatics.babraham.ac.uk).

Pokud je v datech ze sekvencovani v ramci vyhodnoceni kvality objeven problém,
muizeme pouzit rdzné volné dostupné programy, které slouzi napiiklad K odstranéni
nekvalitnich ¢asti sekvenci, zbytkl specifickych adaptér ¢i duplikovanych sekvenci.
Mezi tyto programy patii napt. Trimmomatic, ktery pracuje s daty produkovanymi
sekvenatory Illumina (Bolger et al., 2014), QTrim, ktery zpracovava data produkované
platformou Roche/454 (Shrestha et al., 2014) a multiplatformni je program QcReads
(Maetal., 2013).
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2.4.2 Zarovnani ,readu“

»Ready* zkontrolované pro svou kvalitu jsou zarovnany na referencni genom, pomoci
programu, kterych je v soucasné dob¢ k dispozici vice nez 60 (Fonseca et al., 2012).
Programy vyuzivané pro zarovnani ,,readi* na referencni genom, Ize podle pouzivaného
algoritmu rozd¢lit do nékolika skupin. Prvni skupina programi vyuZziva Burrows-
Wheelerovu transformaci (BWT), dalsi skupina programa vyuziva algoritmus kladeni
jader a jejich postupného rozsifovani, tieti skupina programi umoznuje identifikaci
mezer mezi exony (,splice junction®) s pouzitim kombinace dvou vySe zminénych
algoritmi (Trapnell a Salzberg, 2009).

Programy vyuzivajici Burrows-Wheelerovu transformaci (BWT) povoluji zarovnani
»readd®, které¢ ptesné neodpovidaji referencni sekvenci, a proto jsou obecné rychlejsi
nez programy vyuzivajici algoritmus kladeni jader (Martin a Wang, 2011). Tyto
programy si vytvaii indexovanou verzi genomické sekvence, pomoci BWT
transformace (Obr. 15) (Flicek a Birney, 2009). ,,Ready* jsou nasledné zarovnany znak
po znaku, zprava doleva na transformovany fetéz. S kazdym novym znakem je
aktualizovan interval, kde by mohl byt ,read* zarovnan (Obr. 16 B) (Trapnell a
Salzberg, 2009). Mezi programy vyuzivajici BWT patii napt. Bowtie (Langmead et al.,
2009), BWA (Li a Durbin, 2009) a SOAP2 (Li et al., 2009).

Programy vyuzivajici agoritmus kladeni jader jsou zaloZeny na vyhledavani sekvenci
presn¢ odpovidajicich referenénimu genomu a jejich nésledné rozSifovani pomoci
Smith-Watermanova algoritmu (Martin a Wang, 2011). Referenéni genom a ,,ready*
jsou rozfragmentovany na stejn€ dlouhé segmenty, jadra. Jadra ,,readd* jsou parovana a
uloZena ve vyhledavaci tabulce (tzv. hasovaci tabulka) a slouzi ke skenovani reference
(Obr. 16 A) (Trapnell s Salzberg, 2009). Programy vyuzivajici tento algoritmus jsSou
napi. MAQ (Li et al., 2008), SHRiMP (Rumble et al., 2009) a BFAST (Homer et al,
2009).

»Ready“ pochazejici ze sekvencovani transkriptoml je vhodné zarovnavat na
referencni genomickou sekvenci pomoci programi, které berou do tvahy intronovy
sestfih (Trapnell a Salzberg, 2009). Takovym programem je napi. TopHat, ktery
umoznuje identifikaci mezer mezi exony (,,splice junctions®) a byl pouzit i v ramci
diplomové prace. Program TopHat zarovnava ,ready“ k referenci ve dvou fazich.
V prvni fazi jsou ,ready“ zarovnany na referenéni genom vcelku pomoci programu

Bowtie, ktery vyuziva algoritmus BWT. ,Ready“, které se nepodafilo namapovat
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vcelku, jsou shromazdény pro dalsi analyzu, kdy jsou ,ready” rozdéleny na mensi
fragmenty - jadra, ktera jsou zarovnana na referen¢ni genom pomoci algoritmu kladeni
jader. Tento algoritmus tak zabezpeci zarovnani ,,readi nachazejicich se na rozhrani

dvou exonu (Obr. 17) (Trapnell et al., 2009).

GTTTGCGAANTGTCSA
Vybér posledniho
ATAGTCGAGGCTTTA$ o
Zesortovani sloupce
ATAGTCGAGGCTTTAS AGGCTTTASATAGTCG
TAGTCGAGGCTTTAS * AGTCGAGGCTTTASAT
AGTCGAGGCTTTASAT ASATAGTCGAGGCTTT
GTCGAGGCTTTASATA CGAGGCTTTASTAGT
Y . . TCGAGGCTTTASATAG CTTTA$" TAGTCGAGG
Vytvoteni viech moznych rotaci cgagacTTTASMTAGT GAGGCTTTASATAGTC
sekvence GAGGCTTTASATAGTC GCTTTASATAGTCGAG
AGGCTTTASATAGTCG GGCTTTASATAGTCGA
GGCTTTASATAGTCGA GTCGAGGCTTTASATA
GCTTTASATAGTCGAG TAGTCGAGGCTTTAS
CTTTASATAGTCGAGG TASATAGTCGAGGCTT
TTTA$"TAGTCGAGGC TCGAGGCTTTASTAG
TTASATAGTCGAGGCT TTASATAGTCGAGGCT
TASATAGTCGAGGCTT TTTA$ATAGTCGAGGC
ASATAGTCGAGGCTTT ATAGTCGAGGCTTTAS
$*TAGTCGAGGCTTTA SATAGTCGAGGCTTTA
| “TAGTCGAGGCTTTAGATCCGATGAGGCTTTAGAGACAGS | Genomické sekvence
[ GeTTGGTCGGATTCGEAATCACGGAAAATTAAGATTCCSG | Transformovana sekvence

Obr. 15: Grafické znazornéni Burrows-Wheelerovy transformace genomické sekvence, ktera
spociva ve vytvoreni vSech moznych rotaci referencni sekvence tim, ze prvni znak sekvence je
umistén vzdy na konec. Nasledné jsou vSechny fetézce vzniklé rotaci lexikograficky sefazeny a
Z této sefazené posloupnosti fetézcl se jako vystup pouzije posledni sloupec - transformovana
referen¢ni sekvence. Znaky " a $, znaci pocatek a konec sekvence (Podle Flicek a Birney,
2009).

A Algoritmus kladeni jader B Burrows-Wheelerova transformace
Referen¢ni sekvence > 3 Gb Referen¢ni sekvence > 3 Gb
Chrl ACTCCCGTACTCTAAT Chrl ACTCCCGTACTCTAAT
Ch:? Chl"?
Chri=== Read“ Chrim== ,,Read*
Chrd Chr4
Extrakce jader
— L ~ J
sion ¥ l Burrows-Wheeler
Position 2 . .,
GTSE GaTh AsCT TG < transformace a indexovani
Position 1 Y a ~< B Y
ADTS GOST AMAE TAST AETC CoGT ACTC AT = = H e a——
L1 Y | ;T
Lz cg H —
- 3 a < " P aaT
s IS a4
i} AR
index J, 6 part jader na i
,read* Il | Identifikace pozic v genomu, kde
o
s | ,,read nalezen
[ Vyhledavani kazdého byl ,,read* naleze
3 paru v indexu
2  Identifikace
N pozic v genomu
et cosT s Lokace v genomu
= O ===
T————  zarovnini «—

Obr. 16: Grafické znazornéni zarovnani ,,readi” K referenéni sekvenci pomoci aloritmi kladeni
jader (A) a Burrows-Wheelerovy transformace (B) (Podle Trapnell a Salzberg, 2009).
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Obr. 17: Grafické znazorméni zarovnani ,,readi pomoci programu TopHat, ktery kombinuje
Burrows-Wheelerovu transformaci a algoritmus kladeni jader. TUM ptedstavuje ptivodné
nenamapovany ,,read“ (Podle Trapnell et al., 2009).

2.4.3 Analyza diferencidlni exprese genii

Pro analyzu DEGS jsou po zarovnani ,,readii* na referen¢ni genom pouzivany programy
ur¢ené pro kvantifikaci ,,readt”. Aby bylo mozné spravné pfifadit’ zarovnané ,,ready*
K anotovanym gentim, je potiebna jejich anotace v podobé anota¢niho souboru ve
formatu gtf, gff2 ¢i gff3, ktery obsahuje informace o zacatcich a koncich genl
v referencnim genomu. Nasledné jsou ziskand data normalizovana a statistickd analyza
je pouzita pro identifikaci DEGs (Oshlack et al., 2010). Pro analyzu diferencialni
exprese jsou pouzivany volné¢ dostupné softwarové balicky jako napt. Cufflinks
(Trapnell et al., 2010), edgeR (Robinson et al., 2010), DESeq (Anders a Huber, 2010),
PoissonSeq (Li et al., 2012), baySeq (Hardcastle a Kelly, 2010) a limma (Ritchie et al.,
2015).
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2.4.3.1 Kvantifikace

Po zarovnani ,,readii* na jednotlivé pozice v genomu musi byt stanoven pocet ,,readi”,
které byly zarovnany na anotované geny, resp. jejich exony. Pro kvantifikaci
zarovnanych ,,readi” jsou pouzivany nastroje, jako napiiklad HTSeq (Anders et al.,
2014), BEDTools (Quinlan a Hall, 2010), Cuffdiff (Trapnell et al., 2010) a také
program featureCounts (Liao et al., 2013), ktery byl pouzivan i v ramci této diplomové

prace pro kvantifikaci poctu zarovnanych ,,readi* na referencni sekvenci.

2.4.3.2 Normalizace dat
Normalizace dat je potiecbna pro co nejpiesnéjsi srovnani Grovné exprese transkriptu
mezi dvéma vzorky nebo Grovné exprese dvou transkripti u jednoho vzorku. V piipadé
RNAseq dat je provadéna napiiklad normalizace dat na délku transkriptu, protoze pokud
dojde k zarovnani vétsiho poctu ,,readid* na del$i transkripty, neznamena to nutné, Ze
jejich mira exprese je vyssi. Dale byva také pouzivana normalizace dat na celkovy pocet
,readi” v knihovné, jelikoz srovnavané vzorky mohou byt sekvenovany do rdzné
hloubky a mohou tedy obsahovat rozdilny pocet ,,readi v knihovné (Oshlack et al.,
2010).

Jednou z normaliza¢nich metod pro kvantitativni analyzu RNAseq dat je metoda
RPKM (,,Reads Per Kilobase per Million mapped reads*), kterd normalizuje data jak

o

z hlediska velikosti transkriptt, tak z hlediska velikosti knihovny (poctu ,,readia®). Pro
tuto metodu je pouzivan vztah RPKM = 10° x ﬁ, kde C predstavuje pocet ,,readi*

zarovnanych na transkript, L je délka transkriptu a N je celkovy pocet ,readi‘
v knihovné (Mortazavi et al., 2008). Variantou RPKM metody je metoda FPKM
(,,Fragments Per Kilobase of exon per Million mapped reads*), ktera je pouzivana pro
»paired-end“ sekvencovani. Vzorec pro metodu FPKM je identicky jako u metody
RPKM, ale misto ,,readi” dosazujeme informace vztahujici se k celému fragmentu
DNA, ze kterého byly paired-end ,ready“ odvozeny. Ve vypoctu C znaéi pocet
fragmentll zarovnanych na transkript a L délku fragmentt. Celkovy pocet fragmenti je
pro ,,paired-end* ,,ready* roven N/2 (Trapnell el at., 2010). Nedostatkem téchto pfistupt
je, ze pomerné zastoupeni kazdého genu je zavislé na Grovni exprese vSech ostatnich
gend, proto mald ¢ast vysoce exprimovanych gent zkresluje mnoZzstvi maélo

exprimovanych gent (Bullard et al., 2010).
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Dalsim pfistupem normalizace je metoda TMM (,,Trimmed Means of M-values®).
Tato metoda normalizace je soucasti softwarového balicku edgeR a je zalozena na
hypotéze, ze vétSina genil neni diferencialné exprimovana. Pro vypocet TMM faktoru je
jeden vzorek vybran jako referen¢i a ostatni jsou vzorky testované. Hodnota M je
vypocitana jako logaritmovany pomér poctu ,readi” mezi testovanym vzorkem a
referenci. Po vylouceni nejvice exprimovanych genti a genll s nejveétSim
logaritmovanym pomérem je Vazenym aritmetickym primérem M hodnot (TMM)
ziskan normaliza¢ni faktor. Normalizované hodnoty poctil ,,readi* pro kazdy gen jsou
ziskany délenim poctu ,,readi” Vv testovaném vzorku ziskanym normaliza¢nim faktorem
(Robinson a Oshlack, 2010). Na obdobném principu funguje normaliza¢ni metoda
DESeq, ktera je soucasti softwarového balicku DESeq a je taktéZ zaloZena na
pfedpokladu, Ze vétSina genli neni diferencidlné exprimovana. Pfi této metodé je
vytvoten ,referencni vzorek® vypoctem geometrického priméru poctu ,;readi™ pro
kazdy gen napfic vSemi vzorkami. Nasledn¢ je ziskdna hloubka sekvencovani
testovaného vzorku ve srovnani s ,,referencnim vzorkem* — pro kazdy gen je vypocitan
kvocient d€lenim poctu ,,readii v testovaném vzorku poctem ,,readi* Vv referencnim
vzorku. Median vSech téchto podild piestavuje relativni hloubku knihovny tzv.* Size
factors tj. normaliza¢ni faktor. Vypocet normalizovanych hodnot poctu ,,readi™ pro
kazdy gen je ziskdn délenim poctu ,readl v testovaném vzorku normalizacnim
faktorem (Anders a Huber, 2010).

Normaliza¢ni metody TMM a DESeq jsou nejvice preferovany diky své robustnosti a
univerzalnosti, 1 kdyz existuji 1 jiné metody jako jsou napt.: ,,Total Count* (TC), pfi této
metod€ je mnoZstvi ,,readi* zarovnanych na gen déleno celkovym poctem zarovnanych
»~readi®, tento podil je nasoben primérnym celkovym poctem ,,readl* napfi¢ vSemi
testovanymi vzorky. Dalsi metody jsou napiiklad ,,Upper Quartile (UQ), kdy je
celkovy pocet ,,readii* nahrazen hornim kvartilem pfti vypoctu normaliza¢niho faktoru a

»Median*“ (Med), kdy pfi vypoctu normaliza¢niho faktoru je celkovy pocet nahrazen

medianem hodnot (Dillies et al., 2012).

2.4.3.3 Statisticka analyza diferencialné exprimovanych geni
Analyza DEGSs miize byt provedena pomoci riznych programt, které pouzivaji rtizné
statistické testy (Seyednasrollah et al., 2013). Existuje mnoho statistickych pfistupt,

které mohou byt pouzity pro analyzu DEGS a obecné spadaji do dvou kategorii —
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parametrické testy, u kterych je nutno specifikovat typ rozdéleni dat a neparametrické
testy, u kterych neni nutno specifikovat typ rozd€leni dat. Vétsina statistickych metod
slouzicich pro analyzu DEGS jsou parametrické metody, které vyuzivaji bud’
Poissonovo nebo Negativné binomické rozdéleni dat (Lin et al., 2014). Poissonovo
rozdeleni predpokladd nahodny vybér ,,readd z pevné mnoziny genii. Toto rozdéleni
vSak predpovida malé odchylky, a proto neni schopno realn¢ zachytit biologickou
variabilitu dat (Rapaport et al., 2013). Poissontiv model diky tomu vnasi do analyzy
chyby, kdy statistickym testem jsou ziskany falesn¢ pozitivni vysledky podhodnocenim
variability mezi biologickymi replikaty (Langmead et al., 2010), tento pfistup se stale
vice uznavd za nevhodny. Proto jsou nejcastéji pouzivany parametrické metody,
predpokladajici negativné binomické rozdéleni dat (Anders a Huber, 2010). Je-li vSak
k dispozici malo replikat byva statistické modelovani RNAseq dat velmi obtizné, navic
parametrické pfistupy byvaji problematické pro posouzeni DEGS, u kterych je velmi
maly pocet zarovnanych ,,readt (Bullard et al., 2010). Existuji proto programy, které
pouZzivaji i neparametrické piistupy. V Tab. 4 jsou vybrany programy slouzici k analyze
DEGs, jsou uvedeny metody normalizace a statistické testy, které tyto programy
vyuzivaji. V ramci diplomové prace byly pro analyzu DEGS pouzity programy DESeq a
edgeR. Tyto programy byly vybrany, jelikoz patii k nejpopuldrnéjSim ze vSech
dostupnych a poskytuji nejlepsi vysledky v ramci srovnavacich studii (Soneson a
Dolorenzi, 2013).

Tab. 4: Charakteristika vybranych metod pro analyzu DEGS (Podle Seyednasrollah et al.,
2013).

Statisticky test pro

Piedpoklidané rozdéleni . . crox
analyzu diferencialné

Metoda Zpisob normalizace

dat . . o
exprimovanych geni
TMM/Upper Quartile/RLE né binomické Fishertv exaktni test
edgeR (podobné DESeq) Negativné binomické
DESeq DESeq ,,sizeFactors* Negativné binomické Fisheriv exaktni test
empiricka Bayesovska
baySeq TMM/Total Count Negativné binomické metoda
SAMseq SAMseq specialni metoda Neparametricka metoda Wilcoxontv statisticky test
_ transformace normalizované Empirickd Bayesovska
Limma T™MM hodnoty na logaritmickou metoda
stupnici (zéklad 2)
Cufflinks Geometrickd (podobné Beta negativné binomické t-test

DESeq)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Pro kvantifikaci genové exprese metodou real-time RT-gPCR a metodou RNAseq byla
pouzivana mycelia a sklerocia Cp industridlniho kmene Gal404 (TEVA Czech
Industries, Ceska republika) a divokého kmene 20.1 (Centrum regionu Hana pro

biotechnologicky a zemé&délsky vyzkum, Ceska republika).

3.2 Chemikalie

Na ptipravu Mantle agaru pro rist mycelii Cp byly pouzity nasledujici chemikalie: agar
(HiMedia, Indie), dihydrogenfosfore¢nan draselny (LachNer, Ceski republika),
heptahydrat siranu hofeénatého (Penta, Ceska republika), heptahydrat siranu
zine¢natého (NeoLab, Némecko), heptahydrat siranu Zeleznatého (NeoLab, Némecko),
chlorid draselny (LachNer, Ceska republika), kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), L -
asparagin monohydrat (Sigma, USA), L - cystein (Lachema, Ceska republika),
sacharosa (LachNer, Ceska republika) a tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého (Penta, Ceské
republika). Pro ipravu pH byl pouzit hydroxid sodny (Penta, Ceska republika).

RNA byla ptecisténa Turbo DNasou (Ambion, USA) v prostiedi 10x Turbo pufru
(Ambion, USA). Pro precipitaci a nasledné promyti vzorka byl pouZit chlorid litny
(Ambion, USA) a ethanol (LachNer, Ceska republika). Vzorky RNA byly reverzni
transkripci prepsany na cDNA pomoci RevertAid H Minus reverzni transkriptasy
(Thermo Scientific, USA), 5x Reakéniho pufru pro reverzni transkriptasu (Thermo
Scientific, USA) a Oligo(dT) primeru (Sigma, USA).

Pti PCR byla pouzita GoTaq Flexi DNA polymerasa (Promega, USA) s 5x Green
GoTaq Flexi pufrem (Promega, USA), 25 mmol.I"t chlorid hofe¢naty (NEB, Velké
Britdnie). Na PCR reakci byla pouzita 10 mmol.I" smés deoxynukleotidtrifosfatl
(dNTPs) (Fermentas, Kanada).

Jako standard pro agarosovou elektroforézu byl pouzit 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, USA). Na pfipravu gelu byla pouzita agarosa (Amresco, USA)
zalita TAE pufrem pfipravenym z Tris (Ducheva, Holandsko), kyseliny octové
(LachNer, Ceska republika) a EDTA (Penta, Ceska republika). Pro vyzualizaci
fragmentl byl pouzit ethidium bromid (NeoLab, Némecko).
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P1i real-time RT-qPCR reakci byl pouzit 2x gb SG PCR Master Mix, ktery obsahuje
SYBR GREEN, Taq DNA polymerasu, reakéni pufr, dNTP a MgCl, (GENERI
BIOTECH, Ceské republika) a pasivni referenéni barvivo ROX (GENERI BIOTECH,
Ceska republika). Lyofilizované primery byly rozpustény v ,,nuclease free* vodé na
koncentraci 100 mmol.It. Pro PCR reakce byly pouzivany primery o koncentraci 10

mmol.IL.

3.3 Pouzité roztoky

Roztoky pro Mantle agar a TAE pufr byly po ptipravé podle nize uvedenych postupii
sterilizovany autoklavovanim.

Mantle agar, pH 5,2 (500 ml): 10 g agaru; 0,125 g dihydrogen fosfore¢nanu
draselné¢ho; 0,125 g heptahydratu siranu hofecnatého; 0,0135 g heptahydratu siranu
zine¢natého; 0,0165 g heptahydratu siranu zeleznatého; 0,06 g chloridu draselného; 0,05
g kvasinkového extraktu; 5 g L - asparaginu; 0,005 g L - cysteinu; 50 g sacharosy a 0,5
g tetrahydratu dusi¢nanu vépenatého bylo smichéno pro ptfipravu Mantle agaru, ktery

byl pouzit pro rist mycelii Cp kmene Gal404 a 20.1.

TAE pufr 50x, pH 8 (1 L): 100 ml (0,5 mol-1Y) EDTA (pH=8); 57,1 ml kyseliny octové;
242 g Tris baze.

1% Agarosovy gel: 1 g agarosy a 100 ml TAE pufru 1x. Agarosa byla rozpusténa v

pufru zahtatim v mikrovinné troubé.

3.4 Pouzité kity

Pro izolaci RNA ze vzorkll mycelii a sklerocii Cp byl pouzit RNAqueous Total RNA
Isolation Kit (Ambion, USA). Kontaminace izolovanych vzorki RNA genomovou
DNA byla odstranéna pomoci TURBO DNA-free Kitu (Ambion, USA).

3.5 Pouzité pristroje
e Analyticka vaha 5034/120: Nahita-Auxilab, Spanélsko
e Automaticka tfepacka: Biosan, Litva
e Centrifuga NF 400: Niive, Turecko
e Elektroforeticka komurka: Biometra, Némecko
e Flowbox: MERCI, Ceska republika
e Gel Doc™EZ Imager: Bio-Rad, Ceska republika
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e Inkubator: Memmert, Némecko

e Opticka izolujici folie: Thermo Scientific, USA

e Pipetovaci robot: Agilent Technologies, USA

e Mikrocentrifuga SCAN SPEED 1730R: Labogene, Némecko

e Termocycler T — personal: Biometra, Némecko

e Termoblok: BIOER, Cina

e Transiluminitor UVT-20S: HeroLab, Némecko

e Vortex Combi — spin: Biosan, Litva

e Viia7 Real-time PCR Systém: Applied Biosystems, USA

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

e 384 jamkové desticky: Thermo Scientific, USA

3.6 Metody a postupy

3.6.1 Sekvena¢ni data transkriptomu a kontrola kvality dat

V ramci diplomové prace mi byla poskytnuta data ze sekvencovani, u kterych jiz byla
provedena kontrola kvality pomoci voln¢ dostupného programu FastQC (verze 0.10.0)
(Majeska Cudejkova M., Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zemé&délsky
vyzkum, Olomouc). Pfiprava knihovny u vzorkti pochazejich ze sbéru v roce 2013 byla
provedena pomoci GATC Biotech AG (Cologne, Némecko), knihovna byla
sekvencovana na pfistroji [llumina HiSeq 2000. U vzorkl pochazejicich ze sbéru v roce
2014 byla ptiprava knihovny provedena pomoci Illumina TruSeq Stranded mRNA
Sample Preparation Kitu (lllumina, San Diego, CA, USA). Knihovna byla
sekvencovana s pouzitim MiSeq Reagent Kitu v3 (Illumina, San Diego, CA, USA) na
pfistroji MiSeq. Transkriptom byl sekvencovan piistupem ,,paired-end“. Biologicky
material vyuzity pro sekvencovani je shrnut v Tab. 5. Vzorky ziskané po infekci zita
z roku 2014, které byly pouzity pro sekvencovani a nasledné zpracovani dat metodou
RNAseq jsou identické se vzorky zroku 2014, které byly vyuzity pro relativni

kvantifikaci genové exprese pomoci real-time RT-gPCR.

Tab. 5: Biologicky material, ze kterého pochazela data ze sekvencovani.

Pletivo/kmen Mycelium/Gal404 Sklerocium/Gal404 Sklerocium/20.1
Biologické
replikaty (rok) 2013 a 2014 2013 a 2014 2014
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3.6.2 Zarovnani ,readi na referen¢ni genom a kvantifikace jejich
poctu

»Ready“ pochazejici ze sekvencovani vzorkl (Tab. 5) byly zarovnany na referen¢ni

genom Cp kmene 20.1 (Schardl et al., 2013) s vyuzitim programu TopHat2 (verze

2.0.12). Vsechny pouzivané programy vcetné programu TopHat2 byly spoustény za

pouziti opera¢niho systému Linux system Ubuntu 12.04.

Proces zarovnani ,,readi na referencni genom byl nejprve optimalizovan zménou
parametru -N (,,read-mismatches®) a -read edit dist. Pomoci téchto parametri byl
uréovan maximalni mozny pocet nekomplementarnich nukleotidll v sekvenci ,,readu‘ a
maximalni pocet chybé&jicich nukleotidd v sekvenci ,,readu®, ktery je akceptovan pfi
jejich zarovnani k referencni sekvenci. Cilem bylo najit hodnotu téchto parametrt, pii
které dochazelo k zarovnani nejvétsiho poctu ,,readt k referenci. Optimalizace procesu
byla provadéna pomoci dat pochazejicich ze sekvencovani mycelia Cp kmene Gal404.
Po optimalizaci procesu, byl program TopHat2 postupné pouzit k zarovnani ,,readi na
referen¢ni sekvenci pro vSechny analyzované vzorky (Tab. 5) spouzitim vybrané
hodnoty pro parametry —N a --read edit dist.

Piikaz pouZzivany pro zarovnani ,,readi* na referen¢ni genom mél nésledujici syntaxi:
tophat2 -0 vystupni_soubor -G anotacni_soubor.gff3 —p 10 --library-type fr-
unstranded/fr-firststrand -N 5 -read-edit-dist 5 genom C1_R1 1.fq C1_R1 2.fq

Vycet parametri a jejich vyznamu pouZivanych pfi spousténi programu TopHat2:

-0 Vystupni soubor s vysledky.
-G Anotaéni soubor ve formatu GFF3.
-p Udéava pocet jader pocitace, které jsou vyuzity pii

procesu zarovnani readi.

-library-type Specifikace knihovny - unstranded nebo firststrand.

-N »Ready*, které jsou zarovnany k referen¢ni sekvenci a
maji vétsi pocet neshodujicich se nukleotidil, nez urcuje
parametr -N, jsou z dalsi analyzy vyfazeny.

-read-edit-dist Parametr, ktery uruje maximalni pocet chybégjicich
bazi pfi zarovnani ,readd®. Pokud je chybégjici pocet
bazi vys$i, nez urCuje parametr, ptislusny ,read” je

vytazen.
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Genom Sekvence referenéniho genomu.

Cl1 R1_1.fg/ C1_R1 2.1q FASTQ soubory obsahujici pary ,,readi.

Jakmile byly ziskany vystupni soubory z programu TopHat2 pro vSechny analyzované
vzorky (Tab. 5), byly tyto soubory pouzity pro kvantifikaci mnozZstvi zarovnanych
,readi” k jednotlivym gentim pomoci programu featureCounts (verze 1.4.6).

Ptikaz pouzivany pro kvantifikaci mnozstvi ,,readii* zarovnanych k jednotlivym geniim
na referencni sekvenci mél nasledujici syntaxi:

featureCounts -t CDS —g Parent —s 0/2 —p —T 10 -a anotacni_soubor.gtf -0
vystupni_soubor vstupni_soubor.bam

Vycet parametrt a jejich vyznamu pouzivanych pii spousténi programu featureCounts:
Vstupni soubor Soubor ve formatu BAM, ktery obsahuje vysledek

zarovnani ,,readti” z progamu TopHat2.

-a Anotacni soubor ve formatu GTF.
-0 Vystupni soubor s vysledky kvantifikace.
-t Specifikuje exony. Pouze fadky, které v anotacnim

souboru odpovidaji této specifikaci, budou zahrnuty do
kvantifikace poctu ,,readi.
-0 Specifikuje geny.
-S Specifikace knihovny. Pouzivané hodnoty: 0 pro
,unstranded®, 2 pro ,,firststrand*.
-p Specifikace ,,paired-end* sekvencovani.
-T Udava pocet jader pocitace, které jsou vyuzity pii
procesu kvantifikace (urychleni procesu).
Vystupni soubory z programu featureCounts byly pouZity pro vytvoreni tabulek, které
obsahovaly porovnavana vyvojova stadia Cp, respektive informace o mnozstvi
zarovnanych ,;readi® k jednotlivym genim u téchto porovnavanych stadii (Tab. 6).
Tabulky byly vytvofeny pomoci programovaciho jazyka bash v ptikazovém tadku
Ubuntu. Vytvofené tabulky nasledné slouzily pro analyzu DEGs mezi srovnavanymi
vyvojovymi stadii Cp.

Tab. 6: Vycet vytvoienych tabulek pro analyzu DEGs mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii
Cp. Cislo v zavorce udava pocet replikatt pouzivanych pro analyzu.

Tabulka  Vyvojové stadium_Kmen / Vyvojové stadium_ Kmen
1 Mycelium_Gal404 (2) / Sklerocium_ Gal404 (2)
2 Sklerocium_20.1 (1) / Sklerocium_Gal404 (2)
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3.6.3 Analyza DEGs pomoci DESeq a edgeR

Analyza DEGs mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii Cp (Tab. 6) byla provedena
pomoci programii DESeq a edgeR s vyuzitim programovaciho jazyka R. Vysledky
ziskané pomoci téchto dvou programi byly nasledné porovnany.

Po naéteni vytvoienych tabulek do knihovny DESeq a edgeR byl proveden popis
srovnavanych vzorkl. Nésledné byla provedena normalizace dat, odhad rozptylu dat,
analyza DEGs a vysledky byly ulozeny ve form¢ grafti a tabulek. Piikazy pouzivané pro
vyse uvadeéné kroky analyzy pomoci programu DESeq mély nasledujici syntaxi:
Ptiprava tabulky:
>CpcountTAB = read.table( “/tabulka*, header=TRUE, row.names=1 )
>CpDesign = data.frame(
+row.names = colnames( CpcountTAB ),
+condition = ¢( “vzorekl1*, “vzorekl1*, “vzorek2*, vzorek2*))
>condition = CpDesign$condition[ ]
>condition
>cdsCp = newCountDataSet( CpcountTAB, condition)

Normalizace:

>cdsCp = estimateSizeFactors( cdsCp )

>sizeFactors( cdsCp)

Odhad disperze dat:

>cdsCp = estimateDispersions( cdsCp, sharingMode=*“fit-only* )
UloZeni grafu rozptylu dat:

>plotDispEsts <- function(cdsCp){

+plot( rowMeans( counts( cdsCp, normalized=TRUE ) ), fitinfo( cdsCp )
+perGeneDispEsts, pch=“.«, log="“xy*, ylab=“rozty| dat*,
+xlab=“primér normalizovanych hodnot poctu readii“ )
+xg=10"seq( - . 5,5, length.out=300 )

+lines( xg, fitInfo(cdsCp)S$dispFun( xg ), col=“red* )}

>jpeg( “Obr.jpg*)

>plotDispEsts( cdsCp )

>dev.off
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Test pro analyzu DEGs:
>resVzorekl Vzorek2 = nbinomTest( cdsCp, “vzorek1, “vzorek2* )
UloZeni grafu zavislosti zmény exprese gent mezi porovnavanymi stadii na priméru
normalizovanych hodnot poctu ,,readi*:
>jpeg( “Obr.jpg*)
>plotMA( resVzorekl_Vzorek?2)
>dev.off()
Ulozeni tabulky obsahujici vysledky z analyzy DEGs:
>write.table( resVzorekl Vzorek2, file=*“tabulka.csv¢, sep="“\t*, quote=FALSE )
Ulozeni tabulky obsahujici vysledky DEGs s hodnotou hladiny vyznamnosti
(padj)<0,05:
>write.table(resVzorekl Vzorek2[!
+is.na(resVzorekl Vzorek2$padj)&resVzorekl Vzorek2$padj<0,05,],file=“tabulk
a.csv, sep=“\t“, quote=FALSE )
Ptikazy pouzivané pfi analyze DEGS pomoci programu edgeR mély nasledujici syntaxi:
Piiprava tabulky:
>raw.data <- read.table( file = “/tabulka“, header = TRUE )
>counts <- raw.data][ , -c(1,ncol(raw.data)) ]
>rownames( counts ) <- raw.data[ , 1]
>colnames( counts ) <- paste(c(rep(“vzorekl _R*2),rep(“vzorek2 R%2)),
c(1:2,1:2), sep=““)
Popis srovnavanych vzorkd a poctu replikati:
>group <- c¢(rep(“vzorek1%,2) , rep(“vzorek2“,2))
>cds <- DGEL.st( counts, group = group )
>names ( cds )
Normalizace:
>cds <- calcNormFactors( cds)
Odhad rozptylu dat:
>cds <- estimateCommonDisp( cds, verbose=TRUE )
>cds <- estimateTagwiseDisp( cds )
Ulozeni grafu rozptylu dat:
>pdf( “plotBCV*)
>plotBCV( cds)
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>dev.off()

Test pro analyzu DEGs:

>et <- exactTest( cds, pair = ¢( “vzorekl*, “vzorek2*))

>topTags(et)

>top <- topTags( et, n=nrow( cds$counts ))$table

>summary(de <- decideTestsDGE(et))

UloZeni grafu zavislosti zmény exprese gent mezi porovnavanymi stadii na priméru
normalizovanych hodnot poctu ,,readi*:

>detags <-rownames(cds)[as.logical(de)]

>pdf( “plotSmear* )

>plotSmear( cds , de.tags=detags )

>abline( h=c(-1,1), col=“blue* )

>dev.off()

Pro ulozeni tabulky obsahujici vysledky z analyzy DEGs byl pouzit stejny ptikaz, jako u
programu DESeq.

Vysledek analyzy DEGs programem DESeq je tabulka obsahujici informace, které
jsou shrnuty v Tab. 7. Vysledek analyzy programem edgeR je tabulka, ve které jsou
informace o log2FoldChange, 10g2CPM (logaritmus o zakladu 2 pramérnych
normalizovanych hodnot poctu ,,readi‘), pval a padj. Tyto tabulky byly pouzivany pro
zhodnoceni vysledkil analyzy DEGs.

Tab. 7: Informace pro kazdy gen obsaZzené Vtabulce ziskané po analyze DEGS mezi
srovnavanymi vyvojovymi stadii (2 podminky) programe DESeq.

Ziskané informace Vyznam

ID Identifikator genu.

baseMean Primeérné normalizované hodnoty vSech vzorkt z obou podminek.
baseMeanA Primeérné normalizované hodnoty podminky A.

baseMeanB Primeérné normalizované hodnoty podminky B.

foldChange Zména hodnot z podminky A na B (baseMeanB/baseMeanA).
log2FoldChange Logaritmus hodnoty foldChange o zakladu 2.

p hodnota udava statistickou vyznamnost zjisténé zmény. Pokud je hodnota p mensi jak

stanovena hladina vyznamnosti (o, pro biologicka data se udava hodnota 0,05), jedna se

pval o statisticky vyznamny rozdil a nulova hypotéza (Ho) tedy tvrzeni, které ovbykle
vyjadiuje zadny neboli nulovy rozdil mezi testovanymi vzorkami, se zamita.
Upravena hodnota pval, pomoci metody Benjamini-Hochberg, kterd kontroluje
padj pomérné mnozstvi falesné pozitivnich vysledkii z celkového poctu signifikantné

diferencialné exprimovanych gend.
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3.6.4 lzolace RNA

K izolaci RNA byla pouzita mycelia (z let 2014 a 2015), ktera rostla na Mantle agaru
(3.3), inokulovaném Cp kmenem Gal404 a 20.1. Dale byla k izolaci RNA pouzita
sklerocia (z let 2014 a 2015), ktera se vytvofila po infekci zita Cp kmenem Gal404 a
20.1. Mycelia byla ptes noc lyofilizovana ve 2 ml mikrozkumavkach a poté v tieci
misce s tlouckem rozdrcena. Sklerocia byla zalita tekutym dusikem a poté také
rozdrcena Vv tfeci misce s tlou¢kem. Z takto pfipraveného materialu mycelii a sklerocii
bylo do 2 ml mikrozkumavek odebrano asi 100 mg kazdého vzorku pro izolaci RNA
pomoci RNAqueous Total RNA Isolation Kitu. Ke 100 mg vzorka bylo pfidano 1200 ul
lyza¢niho pufru. Po 20 min inkubaci vzorkd na automatické tiepacce (pii laboratorni
teploté) nasledovala centrifugace 2 min (20 000 g, 21°C). Vznikly supernatant byl poté
spolecné¢ se stejnym mnozstvim 64% ethanolu prepipetovan do cistych 2 ml
mikrozkumavek a smés byla promichana oto¢enim mikrozkumavky. VSechny nasledujici
centrifugace probihaly pti 13 000 g a laboratorni teploté. Reakéni smés byla postupné po
700 pl napipetovana na kolonku ve sbérné mikrozkumavce, centrifugace 30 s. Smes, ktera
kolonkou protekla, byla odlita. Za ucelem promyti bylo na kolonku napipetovano 700 pl
Promyvaciho roztoku 1, centrigugace 30 s. Sm¢s, kterd protekla, byla opét odstranéna. Poté
bylo na kolonku postupné napipetovano 2 x 500 pl Promyvaciho roztoku 2/3, centrifugace
vzdy 30 s. Smés, ktera kolonkou protekla, byla odstranéna. Kolonka byla nasledné
centrifugovana naprazdno 30 s a poté byla ptfenesena do Cist¢ sbérné mikrozkumavky.
Vzorky RNA byly eluovany 60 pl Elu¢niho pufru (80°C), centrifugace 30 s. Thned po
ukonceni centrifugace bylo na kolonku pfiddno dalSich 40 pl Elu¢niho pufru (80 °C),
centrifugace 30 s.

3.6.5 OsSetieni vzorku DNasou

Pro odstranéni kontaminujici genomové DNA z izolovanych vzorkit RNA byl pouzit
TURBO DNA-free Kit. Ke vzorkim RNA byla ptidana 1/10 objemu Turbo pufru (10x)
a 3 pul Turbo DNasy, inkubace 30 min pifi 37 °C. Nasledn¢ byly k reakéni smési
napipetovany 2 pl Turbo DNasy, inkubace 30 min pii 37°C. Po inkubaci byly vzorky
precipitovany pomoci LiCl (polovina celkového objemu reakéni smési) a inkubovany 30
min pii -20°C. Poté byly vzorky centrifugovany 15 min (20 000 g, 4°C). Supernatant byl
z mikrozkumavky odpipetovan a vznikly pelet byl promyt pfidanim 500 pl 70% ethanolu,
vzorky byly nasledné centrifugovany 10 min (20 000 g, 4°C). Ethanol byl odstranén a

vyschly pelet bych resuspendovan ve vod¢ bez nukleas.
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3.6.6 Kontrola uspéSného oSetieni vzorkiit RNA DNasou
Pro potvrzeni tispésného odstranéni kontaminace genomovou DNA u vzorki RNA byla
provedena PCR reakce. PCR reakce obsahovala tyto komponenty uvadéné ve finalnich
koncentracich: RNA templat (c ~1000 ng-ml™?), Green GoTaq Flexi pufr (1x), Go Taq
polymerasa (0,35 U), MgCl> (1,5 mmol.IY), ,forward“ a ,reverse“ primer pro
genomickou DNA (0,4 mmol.I"Y), dNTPs (0,2 mmol.I"Y). Vodou byla reakéni smés
doplnéna na celkovy objem 12,5 ul. Pozitivni kontrolou byla pii PCR reakci genomova
DNA Cp kmene 20.1 a jako negativni kontrola byla pouzita H20O. Po pocatecni
denaturaci (95 °C, 120 s) probihala PCR reakce v opakujicich se 30 cyklech
S nasledujicim teplotnim rezimem: 95 °C, 30 s; 60 °C, 30 s; 72 °C, 60 s. Kone¢na
elongace probihala pti 72 °C, 300 s.

Sekvence pouzitych primert pro genomovou DNA (gDNA) byly nasledujici: gDNA
,forward“ primer: 5--AAGAAGTTGCCGCTCTCGTC-3° a gDNA ,reverse* primer:
5‘-CTTGGACTGAGCCTCGTCAC-3‘. Po ukonceni PCR reakce byla provedena

elektroforéza v agarosovém gelu pro separaci vzniklych fragmenti.

3.6.7 Elektroforeticka separace v agarosovém gelu
Byl pfipraven 1% agarosovy gel v 1x TAE pufru. Pfipraveny gel byl nalit do
elektroforetické vanicky a bylo do n¢j napipetovano 10 pl 0,5% ethidiumbromidu na
cca 100 ml agarosového gelu. Do gelu byl vlozen hiebinek pro vytvofeni jamek na
vzorky. Po ztuhnuti gelu byl hiebinek odstranén a gel byl pfemistén do elektroforetické
komurky, kde byl zalit TAE pufrem tak, aby byl zcela ponoften.

Testované vzorky byly napipetovany do jamek gelu. Pro stanoveni velikosti vzniklych
fragmentt byl pouzit 1 kb plus DNA ladder, ktery byl napipetovan do jedné z jamek v
mnozstvi 4 pl. Po naneseni v§ech vzorkt byla elektroforeticka komora uzaviena a pfipojena

ke zdroji napéti. Separace fragmentt probihala pii 120 V, cca 30 min.

3.6.8 Priprava cDNA

Ke 2 pg RNA byl napipetovan 1 pl Oligo(dT) primeru (100 pmol.ll) a smés byla
pomoci RNase free vody doplnéna na objem 13 pl. Reakéni smés byla inkubovana
v termocycleru 5 min pii 65°C a poté byla ihned pienesena na led. Na ledu byly
Kk reak¢éni smési pridany nasledujici komponenty uvadéné ve finalnich koncentracich:

dNTPs (1 mmol.I"Y), Reakéni RT pufr (1x) a RevertAid H minus reverzni transkriptasa
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(200U). Celkovy objem reakce byl 20 pl. Reverzni transkripce probihala 60 min pfi
42°C v termocycleru. Reakce byla ukoncena inkubaci reakéni smési 10 min pii 70°C.

Takto ptipravena cDNA byla nasledné pouzita pro real-time RT-qPCR.

3.6.9 Navrhovani primeru

Bylo navrzeno nékolik part primert (Tab. 8) pomoci voln¢ dostupného internetového
programu Primer 3 (http://simgene.com/Primer3). Primery byly kontrolovany pro
tvorbu primer-dimerovych formaci pomoci softwaru, ktery je volné piistupny na

webovych strankach http://www.operon.com/tools/oligo-analysis-tool.aspx.

Tab. 8: Sekvence navrzenych primerti. Nazev genu je zahrnut v nazvu primeru.

Primery Sekvence primeru ,,forward“ Sekvence primeru ,reverse®

B-tubulin 5" TTCCCTCGTCTGCACTTCTT 3’ 5" CTCCTTCATAGCGACCTTGC 3’
Cp_05417.1 5"  AACAGCAAGGGCGATAAAGT 3’ 5" TTCTCCAAAGCCCACTTCTT 3’
Cp_05423.1 5 GCTTTCCGAGGTGGTTGTAT 3’ 5" CGTCCAAGGCTCAAAGGTAT 3’
Cp_05422.1 5 TGTTGTTCGTCGCATTCATAGC3" 5 GGCGATGGTGGTAAGAAAGC 3’
Cp_07394.1 5 TTGCTGGAGGTCACACTTTC 3’ 5" CTTTGCCAGTGCCGTAAGTA 3’
Cp_01235.1 5" CGATCTGCAACCTGGGTCTT 3’ 5" GTAGGCCATTCCTTGCCAT 3’
Cp_02927.1 5 AGGAGGCGTTCTACAAAGGA 3’ 5" AATGCACCTTGAACTTGACG 3’
Cp_04007.1 5 GGATGCAGAGTGATGGTCTG 3’ 5" AATCCCTTCGCTCTTAGCAA 3’
Cp_04624.1 5 ATGGGCTGGGTTCTCTTGTG 3’ 5" TCCGACTTTCCTTCCTTGGC 3’
Cp_01124.1 5  CTCATCGCATGTGGAAGCTA 3’ 5" CCAAAAGTAGCACGGGATGT 3’
Cp_05066.1 5" AAGGGCTCTGCGCTGTATAA 3’ 5" TCCTGCTGCTTCACACTTTG 3’
Cp_04021.1 5 TGAAGAATCTGAATGCGAGG 3’ 5" GCTGAAAGAAAAGCAGGGTC 3’
Cp_04556.1 5"  GAGTTTCTCCGCGATTCTTC 3’ 5" GGGGTGGTGGTATTCTGTTC 3’
Cp_06376.1 5" CGTAGTTGGGAAGCTAAGCC3’ 5" TCTTTCGGTCAGTCTTGTCG 3’
Cp 037711 5" CTCTCCCCACTCAGCACAAG 3’ 5" TTCTGTACCACCGGCTGAAC 3”
Cp_03275.1 5  ACAGCTACTCGCAAGGCAAT 3’ 5" TTTGTGGCTCAGTGAAGTCG 3’
Cp_06946.1 5" AGTCTGGGCAACGAACTCTT 3’ 5" CTTGTGGATGTGACGCTTCT 3’
Cp_07808.1 5" CAGCAAAACGATAACCGAGA 3’ 5" GCCCGTGCCATACTTAATTT 3’
Cp_04961.1 5 TAACACGATTACCTGCCCAA 3’ 5" TGCGGTCTGTATGGAATGAT 3’
Cp 037741 5 AAAACGCGCACTTATCACCG 3’ 5" CTCGGCAAGGTAGGCTATGG 3’
Cp_08634.1 5 TATCCCCAGAAAGTCCAAGG 3’ 5" TCCAGTTCAAACGACAGAGC 3’
Cp_03220.1 5" GTGGCGGATGTCTTGTACCA 3’ 5" TCGATGGAATGATGCGAGGG 3’
Cp_07998.1 5 CGTGCTGCTATTTGACGAGT 3’ 5" CTTGTACGGATGGAGAGGGT 3’
Cp_04032.1 5" ACAGGACACAATTTCCACGA 3’ 5" GCCGATGTCAGAGAGAACAA 3’
Cp _01647.1 5" GGTGTCGGCTTCTTCACTGA 3’ 5" CCGGGGTAATAGACGATGCC 3’

3.6.10 Stanoveni u¢innosti amplifikace

Byla vytvotena fedici fada cDNA mycelia Cp kmene 20.1 s postupnym fedénim 2x
(fedéni 10x — 1280x). Redici fada byla pouzita pro testovani uéinnosti amplifikace
navrzenych primertt pomoci Viia™ 7 Real-Time PCR Systému. Real-time PCR reakce
obsahovala nasledujici komponenty uvadéné ve finalnich koncentracich: cDNA templat

(1,25 ul), PCR mix (1x), Referenéni barvivo ROX (100 nmol.I}) a testovany ,,forward*
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a ,,;reverse” primer (500 nmol.I'Y). Vodou byla reakéni smés doplnéna na celkovy objem
5 pl. Do kazdé jamky 384 jamkové destiCky bylo napipetovano pomoci automatického
pipetovaciho robota 3,75 ul reakéni smeési a na stény jamek bylo napipetovano 1,25 ul
vzorku. Poté byla desticka ptelepena optickou folii a kratce zcentrifugovana, aby doslo
ke smiseni reakéni smési se vzorkem. Reakce probihala po dobu 2 hod pomoci Viia™ 7
Real-Time PCR Systému s nasledujicim teplotnim rezimem: pocate¢ni zahtati (95°C,
120 s), denaturace 1 (95 °C, 600 s), denaturace 2 (95 °C, 15 s) a ,,annealing* (60 °C, 60
s). Pocet opakujicich se cykli byl 40. Uginnost amplifikace byla nasledné vypoétena
zrovnice regresni piimky kalibracni kiivky. Kalibraéni kiivka byla sestrojena

vynesenim ziskanych cycle treshold (CT) hodnot proti logaritmu fedéni vzorku.

, -
Ucinnost amplifikace byla vypoctena podle rovnice E = 10 smérnicepiimky (Rasmussen,
2001). Primery s vhodnou uéinnosti byly pouzity pro relativni kvantifikaci genové

exprese pomoci real-time RT-gPCR.

3.6.11 Real-time RT-qPCR

Vzorky cDNA (Tab. 9) byly podrobeny analyze na Viia™ 7 Real-Time PCR Systému
S pouzitim otestovanych primerd. Reakce probihala za stejnych podminek, jak je
popsano v kapitole (3.6.10). Na zaklad¢ ptedchozi analyzy kalibra¢nich kiivek byla
vSechna c¢cDNA, kterd byla pouzivana pro relativni kvantifikaci genové exprese
vybranych gentl, fedéna 80x. Po ukonceni PCR reakce, byly vZdy zkontrolovany kiivky
tani pomoci softwaru: ViiA 7 RUO Software (Applied Biosystems).

3.6.12 Relativni kvantifikace genové exprese

Primery, u kterych byla zjiSténa optimalni u¢innost amplifikace a nedochazelo u nich k
tvorbé dimert a nespecifickych produkti pii amlifikaéni reakci, byly pouZity pro real-
time RT-qPCR reakci a namétené CT hodnoty byly pouZity pro relativni kvantifikaci
genové exprese PFAFFLovou metodou, kdy byl pro vypocet pouzit vztah: NEP =

E cilovy gen ACT cilovy gen (kalibrator—vzorek)

E referenéni gen A CT referenéni gen (kalibrator—vzorek)

(Pfaffl, 2001). Jako kalibrator byl pouzit

vzorek mycelia Cp kmene Gal404, jehoz hodnota exprese byla stanovena jako 1.
Vypocitané hodnoty exprese vybranych gent u ostatnich analyzovanych vzorki byly

relativné srovnavany s touto hodnotou.
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Tab. 9: Vzorky pouzivané pro relativni kvantifikaci genové exprese cilovych geni pomoci
Viia™ 7 Real-Time PCR Systému. Myc = mycelium, Skler = sklerocium.

Pletivo/Kmen Myc/Gal404 Skler/Gal404 Myc/20.1 Skler/20.1
Biologicke 2014 a 2015 2014 a 2015 201422015 2014 a 2015
replikaty (rok)
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4 VYSLEDKY
4.1 Kvantifikace genové exprese pomoci RNA sekvencovani

4.1.1 Optimalizace procesu zarovnani ,,readi“

Se zvySujici se hodnotou parametru —N a --read-edit-dist dochazelo pii optimalizaci
procesu zarovnani ,readi” ke zvySovani poctu UspéSné zarovnanych ,readd“ na
referen¢ni genom Cp kmene 20.1. K tomuto jevu dochazelo az do hodnoty v —N/--read-
edit-dist 6, poté jiz pocet usp&$né zarovnanych readu na referen¢ni genom zacal klesat
(Obr.18). Jako optimalni hodnota pro parametry —N/--read-edit-dist se tedy jevila
hodnota 6, kdy doslo k zarovnani nejvétsiho mnozstvi ,,readti” z jejich celkového poctu
u analyzovaného vzorku mycelia kmene Gal404. Pro zarovnani read na referenéni
genom u vSech analyzovanych vzorki (3.6.2) byl v8ak nakonec z technickych duvodi
pouzit parametr —-N 5 a -read-edit-dist 5. Kvantifikace poétu zarovnanych readi

k anotovanym genim byla nasledné vyhodnocena pomoci programu featureCounts
(Tab. 10).

Optimalizace parametru -N / --read-edit-dist
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Obr. 18: Grafické vyhodnoceni optimalizace procesu zarovnani ,,readti“ k referen¢ni sekvenci
Cp kmene 20.1 zménou parametru —N (,,read-mismatches®) a --read-edit-dist. Optimalizace byla
provadéna se vzorkem mycelia kmene Gal404. Sipkou je oznatena hodnota —N 5 a —read-edit-
dist 5, ktera byla pouzita pfi zarovnani ,,readi* u vSech analyzovanych vzorku.
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Tab. 10: Shrnuti vysledki z programi TopHat2 a featureCounts.

Pocet ,,reada* Pocet ,,readi*
Celkovy pocet  zarovnanych zarovnanych
Vzorek . Y, o
Hreadd“ K referenénimu K exonim
genomu anotovanych gent

Mycelium Gal404 92 693 884 78 882 495 55 034 196
1. replikat

Mycelium Gal404 20 763 830 18 562 864 10 201 150
2. replikat

Sklerocium Gal404 74 620 524 62 830 481 43 400 176
1. replikat

Sklerocium Gal404 18 828 958 16 908 404 12 252 332
2. replikat

Sklerocium 20.1 20 238 422 17 991 957 12900 222

4.1.2 Vysledky analyzy DEGSs pomoci programi DESeq a edgeR

Pfi analyze DEGs mezi porovnavanymi vyvojovymi stadii Cp (Tab 6), byly pomoci
programtii DESeq a edgeR vypocteny normaliza¢ni faktory, které slouzily pro ziskéani
normalizovanych hodnot poctu ,readd“ zarovnanych na anotované geny.
Normalizované hodnoty poctu ,,readi* byly nésledné pouzity pro odhad rozptylu dat a
statistick¢é vyhodnoceni DEGs. Normaliza¢ni faktory vypocitané programy DESeq a
edgeR jsou uvedeny v Tab. 11 a 12. Grafické vyhodnoceni rozptylu dat a analyzy DEGs

je znazornéno na Obr. 19 — 22.

Tab. 11: Normaliza¢ni faktory pouzivané programem DESeq pro vypocet normalizovanych
hodnot poctu ,readd zarovnanych k anotovanym genim pii analyze DEGs mezi
porovnavanymi vyvojovymi stadii. Myc = mycelium, Sk = sklerocium.

Porovnavana stadia Mycelium Gal404/Sklerocium Gal404

Vzorky Myc_1. replikat Myc_2. replikat Sk 1. replikat Sk 2.replikat
Normalizaéni faktory 2,335 0,487 1,745 0,499
Porovnavana stadia Sklerocium 20.1/Sklerocium Gal404

Vzorky Sl(ezptiligg Sk404 1. replikat  Sk404 2. replikat

Normalizaéni faktory 0,663 2,272 0,662

Tab. 12: Normaliza¢ni faktory pouzivané programem edgeR pro vypocet normalizovanych
hodnot pocétu ,readd* zarovnanych k anotovanym genim pii analyze DEGS mezi
porovnavanymi stadii. Myc = mycelium, Sk = sklerocium.

Porovnavana stadia Mycelium Gal404/Sklerocium Gal404 |
Vzorky Myc_1. replikat Myc_ 2. replikat Sk 1. replikat Sk 2.replikat
Normalizaéni faktory 0,986 1,128 0,925 0,971
Porovnavana stiadia Sklerocium 20.1/Sklerocium Gal404

Vzorky Sl(ezp(iligg Sk404 1. replikat  Sk404 2. replikat

Normalizaéni faktory 0,979 0,994 1,028
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Obr. 19: Grafické vyhodnoceni vysledkd analyzy DEGs programem DESeq pii porovnani
mycelia a sklerocia kmene Gal404. Grafické vyhodnoceni rozptylu dat v zavisloti na praiméru
normalizovanych hodnot poétu ,readi. Cerné tecky predstavuji odhad hodnoty rozptylu pro
kazdy gen, Cervend Cara predstavuje regresni kiivku (A). Grafické vyhodnoceni zavislosti
logzoFoldChange  (rozdil v expresi genlt mezi porovnavanymi Vzorky) na priaméru
normalizovanych hodnot poétu ,readi”. Cervend jsou zbarveny signifikantné diferencilné
exprimované geny pii padj < 0,1 (B).

A B
Tagwise
—— Common
o | | I o

Q
Q
.8
S =
> = S
jrany (@)
= c
2 8
Q
~ o | Q
g © 5
9 S
~ L
~>\ N

(@)
iR 3
)
2
o P
@z

T T T T T : T
0 5 10 0 5 10
Pramér log,.CPM Primeér log,CPM

Obr. 20: Grafické vyhodnoceni vysledki analyzy DEGs programem edgeR pii porovnani
mycelia a sklerocia kmene Gal404. Grafické vyhodnoceni rozptylu dat v zavislosti na priméru
hodnot log.CPM (nornalizovany pocet ,.readi). Cervena &ara piedstavuje tzv. obecny rozptyl
,common dispersion), ktery odhaduje celkovy biologicky koeficient variability datového
souboru, v praméru pro viechny geny. Cerné tecky predstavuji tzv. ,,Tagwise® rozptyl, ktery
odhaduje specifickou hodnotu rozptylu pro jednotlivé geny (A). Grafické vyhodnoceni
zavislosti logoFoldChange (rozdil v expresi mezi porovnavanymi vzorky) na pruméru log,CPM.
Modré linky predstavuji dvojnasobnou zménu v expresi geni.. Cervené jsou zabarveny
signifikantné diferencialné exprimované geny pii padj < 0,05 (B).
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Obr. 21: Grafické vyhodnoceni vysledkd analyzy DEGs programem DESeq pii porovnani
sklerocia 20.1 a sklerocia Gal404. Grafické vyhodnoceni rozptylu dat v zavisloti na praméru
normalizovanych hodnot poétu ,readd. Cerné teCky piedstavuji odhad hodnoty rozptylu pro
kazdy gen, Cervend Cara predstavuje regresni kiivku (A). Grafické vyhodnoceni zavislosti
logzoFoldChange (rozdil v expresi genlt mezi porovnavanymi Vzorky) na priméru
normalizovanych hodnot poétu ,readi”. Cervend jsou zbarveny signifikantné diferencidlné
exprimované geny pii padj < 0,1 (B).
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Obr. 22: Grafické vyhodnoceni vysledkd analyzy DEGs programem edgeR pii porovnani
sklerocia 20.1 a sklerocia Gal404. Grafické vyhodnoceni rozptylu dat v zavislosti na praméru
hodnot 1og,CPM (nornalizovany pocet ,readii). Cervena ara piestavuje tzv. obecny rozptyl
(,,common* disperzion), ktery odhaduje celkovy biologicky koeficient variability datového
souboru, v praméru pro viechny geny. Cerné teky predstavuji tzv. ,, Tagwise® rozptyl, ktery
odhaduje specifickou hodnotu rozptylu pro jednotlivé geny (A). Grafické vyhodnoceni
zavislosti logoFoldChange (rozdil v expresi mezi porovnavanymi vzorky) na prameéru log.CPM.
Modré linky predstavuji dvojnasobnou zménu v expresi geni.. Cervené jsou zabarveny
signifikantné diferencialné exprimované geny pii padj < 0,05 (B).
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Program DESeq vyhodnotil 429 a 639 DEGs mezi myceliem Gal404 a sklerociem
Gal404, pii hladiné vyznamnosti padj < 0,01 a padj < 0,05. Program edgeR pii
srovnavani stejnych vyvojovych stadii Cp kmene Gal404 vyhodnotil 598 DEGs pfi padj
< 0,01 a 920 DEGs pii padj < 0,05. Z tohoto poétu genil, oba programy DESeq a edgeR
vyhodnotily stejné 374 DEGs (padj < 0,01) a 583 DEGs gen (padj < 0,05) (Obr. 23).

Program DESeq vyhodnotil 24 DEGs mezi sklerociem Gal404 a 20.1, pfi padj < 0,01
a 28 DEGs pii padj < 0,05. Program edgeR pii porovnani stejnych vyvojovych stadii
nevyhodnotil zadny gen, jako diferencialn¢ exprimovany pii hodnoté padj < 0,01, pfi
padj < 0,05 bylo programem edgeR vyhodnoceno 5 DEGs. Vsech pét téchto gent bylo
identifikovano jako DEGs také pomoci programu DESeq (Obr. 24).

DESeq edgeR DESeq edgeR
podet podet poéTt dovsfnil 294 poéeft dovsfni1
upregulovanych upregulovanych MEUIOVEITYE S IIOVETIE
genu 26 gend 179 gent 30 genid 158
A B

Obr. 23: Vennuv diagram (A) znazorfiuje pocet upregulovanych genti ve sklerociu Gal404,
venniv diagram (B) znazornuje poc¢et downregulovanych gent ve sklerociu Gal404, které byly
vyhodnoceny programy DESeq a edgeR pii analyze DEGs mezi myceliem Gal404 a sklerociem
Gal404. Prinik diagrami vyjadfuje pocet upregulovanych genti (A) a downregulovanych gent
(B) ve sklerociu Gal404, které byly shodné vyhodnoceny obéma pouzivanymi programy.
Vysledky pochézi z analyzy DEGs pfi padj < 0,05.
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DESE(Q pocet edgeR pocet DESEQ pocet edgeR pocet
upregulovanych 1  upregulovanych upregulq}vanych 4 upreguloovanych
genii 19 genti 0 genii 4 genti 0

A B

Obr. 24: Vennuv diagram (A) znazorfiuje pocet upregulovanych genti ve sklerociu Gal404,
venniv diagram (B) znazoriuje pocet downregulovanych gent ve sklerociu Gal404, které byly
vyhodnoceny programy DESeq a edgeR pti analyze DEGs mezi sklerociem 20.1 a sklerociem
Gal404. Prinik diagramu vyjadiuje poéet upregulovanych gent (A) a downregulovanych gent
(B) ve sklerociu Gal404, které byly shodné vyhodnoceny obéma pouzivanymi programy.
Vysledky pochazi z analyzy DEGs pfi padj < 0,05.

Pti porovnani vzorkti mycelia Gal404 a sklerocia Gal404, oba programy DESeq i edgeR
vyhodnotily vSech 13 charakterizovanych geni EAS Klastru jako signifikantné
upregulované ve sklerociu pti padj < 0,05. Nejvice upregulovanymi geny EAS klastru
vyhodnocené jak programem DESeq, tak edgeR byly geny easC, easA a cloA. Nejméné
upregulovanymi geny EAS klastru, které byly opét vyhodnoceny obéma programy, byly
geny IpsA2 a IpsC (Tab. 13). Vysledek analyzy DEGs mezi sklerociem kmene 20.1 a
Gal404 ukazal, ze exprese geni EAS klastru, které jsou zapojeny do biosyntézy
namelovych alkaloidi, se mezi t€émito kmeny nelisi.

Nejvice dowregulovanymi geny ve sklerociu Gal404 v porovnani s myceliem
Gal404, byly geny CPUR_02481.1 (necharakterizovany gen), CPUR_02520.1 (gen
zapojen do trasportu médi) a CPUR_05920.1 (necharakterizovany gen). Exprese téchto
genu ve sklerociu byla ptiblizné 260x snizena. Nejvétsi downregulace genové exprese u
vysSe zminénych gent byla vyhodnocena jak programem DESeg, tak edgeR s hodnotami
log2FoldChange velmi podobnymi, ale hodnota padj byla rozdilna (Pfiloha 1, Ptiloha 2).
Nejvice upregulovanym genem Ve sklerociu Gal404 oproti myceliu Gal404, byl gen
CPUR_03366.1 (gen pro oxido-reduktasu) a to jak u vystupu z programu DESeq, tak
edgeR (Priloha 1, Ptiloha 2). Exprese genu CPUR 03366.1 byla ve sklerociu pfiblizné
5000x zvySena.

Nejvétsi downregulace genové exprese ve sklerociu Gal404 oproti sklerociu 20.1
byla vyhodnocena jak programem DESeq, tak edgeR u genu CPUR_05920.1

(necharakterizovany gen), a to ptiblizné 11x (Pfiloha 3, Ptiloha 4). Program edgeR
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vyhodnotil jako nejvice upregulovany gen ve sklerociu Gal404 gen CPUR_08326.1
(necharakterizovany gen), kdy byla mira genové exprese ve sklerociu Gal404 piiblizné
11x zvysena oproti sklerociu 20.1 (Ptiloha 4). Program DESeq vyhodnotil jako nejvice
upregulovany gen ve sklerociu Gal404 gen CPUR 05449.1 (necharakterizovany gen),
jehoz exprese byla ve sklerociu Gal404 zvysena az 1000x oproti sklerociu 20.1 (Ptiloha
3). Program edgeR vyhodnotil zménu exprese genu CPUR_05449.1 mezi sklerociem
Gal404 a sklerociem 20.1 témé&f totozné (se srovnatelnou hodnotou logzFoldChange),
ale hodnota padj se vyrazné liSila a byla vys$si nez 0,05, a proto tento gen nebyl
identifikovan jako diferencialné exprimovany (data nejsou uvedena).

Nejvice exprimovanym genem ve sklerociu Gal404 byl gen CPUR_01071.1 (Grgl —
»glucose repressible protein 1°). Tento gen byl vyhodnocen jako nejvice exprimovany

obéma programy (Ptiloha 1, Ptiloha 2).

Tab 13: Vycet genti EAS klastru, které jsou zapojeny do biosyntézy namelovych alkaloidu.
Vysledky znazorfiuji zmény v genové expresi a hodnoty padj, které byly vyhodnoceny
programy DESeq a edgeR u gent EAS klastru pii porovnavani mycelia a sklerocia kmene
Gal404 a takeé sklerocia 20.1 a sklerocia Gal404. M=mycelium, Sk=sklerocium.

Log: fold change Logz fold change  Padj

IDtranskriptu 2V M Gald04/Sk Gal404 Pad Sk 20.1/Sk 404  DESeq/

genu DESeg/edgeR DESeg/edgeR DESeg/edgeR edgeR
CPUR_04073.1 IpsA2 2,23/2,24 0,025/0,006 -0,68/-0,66  1/1
CPUR_04074.1 lapsAl 2,69/2,69 0,005/0,001 -1,07/-1,06  1/1
CPUR_04075.1 easH 6,98/6,99 4*1013/3,7*10°%° -0,07/-0,06  1/1
CPUR_04076.1  dmaw 7,1417,13 4,2%102/2,6%10° -0,21/:020 /1
CPUR_04077.1 easG 7,96/8,00 1,2*101/2,6*1014 0,02/0,04 1/1
CPUR_04078.1 easF 5,35/5,37 4,8*101%/4,5%10° 013015 111
CPUR_04079.1  easE 4,80/4,82 1,3*10%/5,5%10°8 -0,08/-0,06  1/1
CPUR_04080.1  easD 7,38/7,34 9,2*10%%/1,2*10%2 044046  1/1
CPUR_04081.1  easC 8,95/8,97 1,6%10719/4,3*108 0,49/051  1/1
CPUR_04082.1  cloA 8,70/8,74 8,2%10"7/1,3*10°%9 023024 111
CPUR_04083.1 IpsB 5,17/5,20 4,4¥109/1,1%10° -0,07/:0,06  1/1
CPUR_04084.1 easA 8,94/8,87 2,5*101%/6,5*101¢ -0,23/-0,21 11
CPUR_04085.1 IpsC 2,5412,55 5,5%104/0,013 -0,25/:023  1/1
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4.1.3 Vycet vysledkii metody RNAseq pozorovanych u genii, které
byly vybrany pro real-time RT-qgPCR

Pro srovnani metod RNAseq a real-time RT-qPCR bylo pouzito celkem 23 gend (Tab.
14), u kterych byla kvantifikovana exprese pomoci obou metod. U téchto geni byla
metodou RNAseq kvantifikovana zména genové epxrese mezi porovnavanymi
vyvojovymi stadii Cp nasledovné: z 23 geni, které byly pouzity pro real-time RT-gPCR
bylo 19 genti vyhodnoceno programem DESeq, jako diferencidlné¢ exprimované mezi
myceliem a sklerociem Gal404 (Ptiloha 1). Ctyfi geny a to CPUR _02927.1,
CPUR _04961.1, CPUR _06376.1 a CPUR _07998.1 nebyly vyhodnoceny jako DEGs pfi
hodnoté padj < 0,05. Pfi porovnani stejnych vyvojovych stadii, program edgeR
vyhodnotil 20 genti jako DEGs (Ptiloha 2) a tfi geny nebyly difenrencialné exprimované
pii padj < 0,05 (CPUR_03771.1, CPUR_06376.1 a CPUR_07998.1). Program edgeR
V porovnani s programem DESeq vyhodnotil jako DEGs i geny CPUR 02927.1 a
CPUR_04961.1 (Ptiloha 2), i kdyz hodnota logzFoldChange (zména exprese genti) byla
stejna u obou programil, na rozdil od hodnoty padj. Gen CPUR 03771.1 nebyl
programem edgeR vyhodnocen jako diferencidlné exprimovany pii padj < 0,05, kdezto
programem DESeq ano (Pfiloha 1), i kdyZ hodnota logoFoldChange byla u genu
totoZna.

Geny, které byly pomoci obou programi vyhodnoceny jako upregulované ve
sklerociu oproti myceliu Gal404 byly: CPUR_01124.1, CPUR_01235.1,
CPUR_02927.1, CPUR_03771.1, CPUR_03774.1, CPUR_04007.1, CPUR_04021.1,
CPUR_04032.1, CPUR_04624.1, CPUR_05417.1, CPUR_05422.1, CPUR_05423.1,
CPUR_06946.1, CPUR_07394.1 a CPUR 08634.1. Geny, které byly pomoci obou
programti vyhodnoceny jako downregulované ve sklerociu oproti myceli Gal404 byly:
CPUR_01647.1, CPUR_03220.1, CPUR_03275.1, CPUR_04556.1, CPUR_04961.1,
CPUR_05066.1, CPUR_06376.1 a CPUR_07998.1.

Z celkového poctu gent, které byly pouzity pro real-time RT-gPCR byly 4 geny
vyhodnoceny programem DESeq, jako DEGs mezi sklerociem 20.1 a sklerociem
Gal404, a to geny CPUR_03275.1, CPUR_04961.1, CPUR_06376.1 a CPUR_06946.1
(Ptiloha 3). Pfi porovnani stejnych vyvojovych stadii programem edgeR byl pouze 1
gen vyhodnocen jako diferencialn€ exprimovany, gen CPUR _03275.1 (Ptiloha 4).

Zbylé tii geny, které byly vyhodnoceny jako diferencialné exprimované programem
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DESeq, program edgeR nevyhodnotil jako DEGs, i kdyz hodnota log2FoldChange byla

u téchto gent téméf totozna (data nejsou uvedena).

4.2 Kvantifikace genové exprese pomoci real-time RT-qPCR

4.2.1 Priprava cDNA vzorku pouzivanych pro relativni kvantifikaci

genoveé exprese
Izolovana RNA (3.6.4) ze vzorkti mycelii a sklerocii Cp, ktera byla oSetifena DNasou
(3.6.5), byla pomoci RevertAid H minus reverzni transkriptasy pfepsana na cDNA
(3.6.8). Usp&sné osetieni vzorkit RNA bylo potvzeno po provedeni PCR reakce
s primery pro genomickou DNA (3.6.6) na zakladé velikosti vytvofenych fragmentt

(Obr. 25) vizualizovanych po elektroforéze v agarosovém gelu (3.6.7).

1 2 23 4 5 br 1 8 NK PK L

—
W - <« 500bp

Obr. 25: Elektroferogram vzorkii pro potvrzeni uspé&$ného odstranéni genomové DNA
z izolovanych vzorkii RNA. 1,2: RNA mycelii Cp Gal404 (2 biologické replikaty). 3,4: RNA
sklerocii Cp Gal404 (2 biologické replikaty). 5,6: RNA mycelii Cp 20.1 (2 biologické
replikaty). 7, 8: RNA sklerocii Cp 20.1 (2 biologické replikaty). NK: negativni kontrola (H20).
PK: pozitivni kontrola (genomicka DNA Cp kmene 20.1). L: 1 kb Plus DNA Ladder. Velikost
fragmentli o¢ekavanych v ptipadé€ ptritomnosti genomové DNA ve vzorcich: 600 bp.
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4.2.2 Navrhovani primert a vypocet ucinnosti amplifikace

Na zakladé vysledkit RNAseq analyzy bylo vybrano 25 gena (Tab. 14), pro které byly
navrzeny primery (3.6.9). Poté co byla vypocitana uc¢innost amplifikace pro kazdy par
primert (3.6.10), jeden par primert (Cp_07808.1) byl z dalsi analyzy vyfazen, jelikoz
jeho ucinnost byla vysoka (152,82 %). Pro testovani metodou real-time RT-qPCR bylo

tedy pouzito 24 geni, kdy gen pro Beta-tubulin byl pouZzivan, jako referen¢ni gen.

Tab. 14: Vycet primeru a jejich ucinnosti amplifikace vypocitanych z rovnic regresnich pimek
kalibracnich kiivek. Cervené zvyraznén primer, ktery nebyl pro analyzu dale pouzivan.

Primery U¢innost amplifikace [ % ]

B-tubulin 108,40
Cp_05417.1 104,33
Cp_05423.1 111,75
Cp_05422.1 109,47
Cp_07394.1 106,30
Cp_01235.1 108,36
Cp_02927.1 114,05
Cp_04007.1 110,46
Cp_04624.1 113,83
Cp_01124.1 111,95
Cp_05066.1 103,87
Cp_04021.1 111,19
Cp_04556.1 106,26
Cp_06376.1 110,90
Cp_03771.1 113,28
Cp_03275.1 107,99
Cp_06946.1 103,67
Cp_07808.1 152,82
Cp_04961.1 106,44
Cp_03774.1 110,34
Cp_08634.1 113,72
Cp_03220.1 104,64
Cp_07998.1 105,78
Cp_04032.1 110,27
Cp_01647.1 103,33

4.2.3 Vysledky relativni kvantifikace genové exprese pomoci real-time
RT-qPCR

Real time RT-qPCR (3.6.11) a nasledna relativni kvantifikace genové exprese

vybranych gent (Tab. 14), PFAFFLovou metodou (3.6.12), byla provedena u vzorku

mycelia kmene Gal404, sklerocia kmene Gal404, mycelia kmene 20.1 a sklerocia

kmene 20.1. Pii vypoctu relativni genové exprese byl jako referen¢ni gen pouzit gen pro

58



Beta-tubulin a jako kalibrator byl pouzit vzorek mycelia Cp kmene Gal404, jehoz
hodnota exprese byla stanovena na hodnotu 1 a vzhledem ktéto hodnoté byla
vyhodnocena relativni genova exprese u ostatnich vzorki.

Analyza relativni genové exprese metodou real-time RT-gPCR byla provedena ve
dvou nezavislych experimentech: 1. experiment byl proveden se vzorky z roku 2014
(Obr. 26) a 2. experiment se vzorky z roku 2015 (Obr. 27). Divodem analyzy relativni
genoveé exprese ve dvou nezavislych experimentech byla povaha testovanych vzorkd,
konkrétn¢ sklerocii, které rostly a vyvijely se na poli, kde v rtiznych letech byly rizne
podminky, zejména co se tyka pocasi. Vzorky mycelii vSak rostly v inkubatoru za
stenych podminek a proto jsou hodnoty relativni exprese vzorkli mycelii priimérem
vysledkll z obou experiment.

Vysledky kvantifikace relativni genové exprese metodu real-time RT-qPCR ukazaly,
ze 11 gent bylo upregulovanych ve sklerociich obou kmenii ve srovnani s myceliem a
vramci obou experimentl, jedna se o geny: CPUR_01124.1 (Obr. 26, 27 B),
CPUR_02927.1 (Obr. 26, 27 A), CPUR_03774.1 (Obr. 26, 27 B), CPUR_04007.1 (Obr.
26, 27 A), CPUR_04021.1, CPUR_04032.1 (Obr. 26, 27 B), CPUR_05417.1,
CPUR_05422.1, CPUR_05423.1, CPUR_07394.1 (Obr. 26, 27 A) a CPUR_08634.1
(Obr. 26, 27 B). Naproti tomu geny CPUR_01647.1, CPUR_03275.1 a CPUR_05066.1
byly downregulovany ve sklerociich obou kmenti ve srovnani s myceliem, v rdmci obou
experimentu (Obr. 26, 27 C). U genit CPUR_03220.1, CPUR_04556.1, CPUR_06376.1,
a CPUR 07998.1 byla ve vysledcich pozorovana downregulace genové exprese ve
sklerociu Gal404 v porovnani s myceliem Gal404 v ramci obou experimentii. Podobny
trend v8ak nebyl pozorovan u druhého kmene Cp — 20.1 (Obr. 26, 27 C). V ramci obou
experimentll miizeme u genu CPUR_04624.1 pozorovat upregulaci genové exprese ve
sklerociu Gal404 ve srovnani s myceliem Gal404, avsak u kmene 20.1 se exprese tohoto
genu mezi riiznymi pletivy a experimenty nelisila (Obr. 26, 27 A).

Podle vysledki prvniho experimentu jsou geny CPUR_01235.1 a CPUR_06946.1
upregulovany ve sklerociu u obou kmenti v porovnani s myceliem (Obr. 26 A, 26 B).
Ve druhém experimentu se vSak exprese téchto genii mezi porovnadvanymi vzorky
vyrazn¢ nelisi (Obr 27 A, 27 B). U geni CPUR_03771.1 a CPUR _04961.1 se vysledky

prvniho a druhého experimentu 1isi a to i v ramci jenodnoho kmene (Obr. 26, 27 B).
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Obr. 26: Grafické vyhodnoceni relativni kvantifikace genové exprese vybranych genil
Vv analyzovanych vyvojovych stadiich Cp z roku 2014. Kalibratorem je vzorek mycelia Gal404,
jehoz hodnota exprese je stanovena na hodnotu 1. Referen¢ni gen Beta-tubulin. Chybové usecky
predstavuji smérodatné odchylky, které byly vypocitany z 3 technickych replikati. U vzorku
mycelia 20.1 byla smérodatna odchylka vypocitana z 2 biologickych replikatd. M = mycelium,
Sk = sklerocium.
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27: Grafické vyhodnoceni relativni kvantifikace genové exprese vybranych geni
v analyzovanych vyvojovych stadiich Cp z roku 2015. Kalibratorem je vzorek mycelia Gal404,
jehoz hodnota exprese je stanovena na hodnotu 1. Referencni gen Beta-tubulin. Chybové tsecky
predstavuji smérodatné odchylky, které byly vypocitany z 3 technickych replikati. U vzorkl
mycelia 20.1 byla smérodatna odchylka vypocitana z 2 biologickych replikati. M= mycelium, Sk=



5 DISKUZE

5.1 Porovnani metod: real-time RT-qPCR a RNAseq

Studium genové exprese je v dneSni dobé klicovym zajmem mnoha vyzkumnych
projektii. Mezi popularni techniky, které jsou v dnesni dobé pouzivany pro kvantifikaci
genoveé exprese, patii: reverzné transkrip¢ni kvantitativni PCR v realném case (real-time
RT-qPCR) a metoda RNA sekvencovani (RNAseq).

Metoda real-time RT-qPCR se fadi mezi stfedn¢ vykonné techniky (,,medium-
throughput®), protoze pomoci této metody je mozno analyzovat desitky transkripta
najednou. Metoda RNAseq se naopak fadi mezi vysoce vykonné technologie (,,high-
throughput®), jelikoz poskytuje informace o celém transkriptomu a to jak z hlediska
kvantitativniho, tak kvalitativntho a umoznuje kvantifikovat expresi vSech
exprimovanych genti v ramci jednoho testu. Metoda real-time RT-gPCR je v ramci
studii genové exprese vyuzivdna jiz mnoho let, metoda RNAseq se zacala dostavat do
popiedi pfiblizné¢ od roku 2008, kdy zacalo stoupat mnozstvi publikaci zabyvajicich se
studiem genové exprese s vyuzitim této metody (Nonis et al., 2014). Pfi metod¢ real-
time RT-qPCR je zpracovani ziskanych dat relativné jednoduché a existuje nékolik
softwarovych balickl pro ziskani vysledkt v kratké dobé€, na rozdil od metody RNAseq
je nutnosti navrhovani primert pro vybrané geny, kdy existuje n¢kolik néstroji pro
vybér optimalnich part primerd a kontrolu primer-dimerovych formaci. Pfi pouziti
metody RNAseq neni zpracovani ziskanych dat jednoduché, softwarové baliCky pro
zpracovani dat se stale vyviji, ale Casto nejsou pro uZivatele piivétivé a dochazi
k nesrovnalostem, pokud jsou aplikovany rizné metody ¢i parametry pro zpracovani dat
(Soneson a Dolorenzi, 2013). Metoda také vyzaduje bioinformatické znalosti a za
nevyhodu metody miizeme povazovat vysoké potizovaci ndklady chemie a ptistrojti.

Dulezité je pochopeni, kdy je z ekonomického hlediska vyhodnéjsi pouziti RNAseq
metody namisto metody real-time RT-qPCR, kdy byva vhodné provést porovnani
nakladi spojenych s provedenim jedné ¢i druhé metody. Timto tkolem se zabyvali
napiiklad Nonis et al. (2014) a zjistili, Zze pii cené €600 / RNAseq vzorek (20-30
miliont ,,readti*) a €2,30 / tii technické replikaty pro real-time RT-qPCR, by méla byt
preferovana metoda real-time RT-qPCR, jeslize ma byt analyzovano méné jak 50 gent
a to s minimdlnim poctem dvou vzorki. RNAseq experiment by mél byt vzdy
preferovan, ma-li byt testovano vice nez 258 gend (Obr 28 A). Dfive byly nadklady na
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RNAseq experiment dvakrat vyssi, nez je soucasna cena, zatimco naklady na real-time
RT-qPCR jsou stale stejné. Z toho vyplyva, ze pocet genli pii kterych bylo diive
vyhodnéjsi provadét metodu RNAseq byl mnohem vyssi. Na druhé strané, se vSak
V dne$ni dobé zacinaji na trh zavadét platformy pro real-time RT-qPCR, které mohou
reak¢ni objem snizit az o desetindsobek, coz mlze vyrazné snizit ndklady spojené
s touto metodou. Budeme-li ptedpokladat trojnasobné snizeni nakladd na real-time RT-
gPCR, bude pouziti RNAseq metody vyhodné az pii analyze 780 gend (Obr. 28 B)
(Nonis et al., 2014).

700 RNA-seq
600 RNA-seq

RT-gPCR

Pocet gentl

100 RT-gPCR

10 20 30 40 50 60 70 80 90100 10 20 30 40 S0 60 70 80 90100

Pocet vzorku Pocet vzorku

vvvvvv

pouziti metody real-time RT-qPCR namisto metody RNAseq . Oblast pod kiivkou (tmavé seda)
predstavuje situaci, kdy je vyhodn&jsi pouziti metody real-time RT-qPCR na rozdil od metody
RNAseq. Vysledky jsou ziskany pro soucasné pouzivané platformy (A) a nové real-time RT-
gPCR platformy, s trojnasobné snizenymi naklady na reakci (B) (Podle Nonis et al., 2014).
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Jelikoz je metoda RNAseq relativn€ nové a analytické postupy vysledki jsou stale ve
vyvoji, je pii studiich genové exprese touto metodou nékdy vyzadovéano potvrzeni
vysledku jinou metodou, napiiklad metodou real-time RT-gPCR (Duressa et al., 2013).
Z tohoto ditvodu byly v ramci diplomové prace tyto dvé metody srovnavany a byly
pouzity pro kvantifikaci genové exprese u dvou kment Cp, Gal404 a 20.1. V ramci
prace byla provedena analyza DEGs mezi vzorky mycelia a sklerocia Cp kmene Gal404
a také mezi vzorky sklerocii Cp kment 20.1 a Gal404. I kdyz pouzivané vzorky
sklerocii kmene Gal404 z roku 2013 a 2014 rosty a vyvijely se na poli, kde v riznych
letech byly rizné podminky pro jejich rist, vysledky DEGs mezi srovnavanymi stadii
Cp metodou RNAseq byly ziskany z pruméru dvou replikati pro kazdy vzorek,
s vyjimkou vzorku sklerocia 20.1, kdy byl k dispozici pouze 1 biologicky replikat.
Prestoze tyto replikaty nebyly ve skutecnosti biologickymi replikdty, musely jsme
snimi jako s biologickymi replikaty pracovat, protoze témét vSechny programy pro
analyzu DEGs pouziti biologickych replikati vyzaduji (s vyjimkou DESeq verze I) a
bez nich pracovat nelze. Na zakladé vysledkil analyzy DEGs metodou RNAseq bylo
vybrano nékolik genti pro relativni kvantifikaci genové exprese metodou real-time RT-
gPCR. Pokud se na vysledky z real-time RT-qPCR ze dvou nezavislych experimentt
podivame jako na celek a zohlednime, ze vysledky ziskané metodou RNAseq jsou
primé&rem replikatii, miiZzeme konstatovat, Ze u vybranych geni byl ve vysledcich obou
metod pozorovan stejny trend genové exprese mezi vzorkami mycelia a sklerocia
kmene Gal404. U kmene 20.1 byl pomoci real-time RT-qPCR analyzovan navic i
vzorek mycelia, abychom mohli sledovat, jestli vysledky porovnani mycelia a sklerocia
u kmene Gal404 vykazuji podobny trend, coZ by znamenalo, Ze dosazené vysledky jsou
pravdépodobné pletivoveé a né kmenové specifické. Ve vysledcich relativni kvantifikace
genové exprese metodou real-time RT-qPCR bylo pozorovano, Ze exprese genl
CPUR_01124.1, CPUR_02927.1, CPUR_03774.1, CPUR_04007.1, CPUR_04021.1,
CPUR_04032.1, CPUR_05417.1, CPUR_05422.1, CPUR_05423.1, CPUR_07394.1 a
CPUR _08634.1 byla upregulovana ve sklerociich obou kmenli a u obou biologickych
replikati. Naopak exprese geni CPUR _01647.1, CPUR_03275.1 a CPUR_05066.1 byla
downregulovéana ve sklerociich obou kment a u obou biologickych replikati. O téchto
genech muzeme tedy fict, ze jejich upregulace/downregulace genové exprese je pro
dané pletivo specifickd a neni ovliviiovana environmentalnimi podminkami. Mezi
vybranymi geny byly i takové (CPUR 01235.1, CPUR 03220.1, CPUR 03771.1,
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CPUR_04556.1, CPUR_04624.1, CPUR_04961.1, CPUR_06376.1, CPUR_06946.1,
CPUR 07998.1), jejichz mira exprese se ale liSila v rdmci kmene a v nékterych
piipadech i u biologickych replikati, o téchto genech miizeme fict, Ze jejich exprese je
kmenové specifickd a/nebo zavisla na environmentalnich podminkéch.

Z celkového poctu gent, které byly analyzovany metodou real-time RT-qPCR mezi
vzorkami sklerocii kmene 20.1 a Gal404 byly jako DEGs s pomoci DESeq
vyhodnoceny 4 geny (CPUR_03275.1, CPUR_04961, CPUR_06376.1,
CPUR 06946.1) a pomoci edgeR 1 gen (CPUR 03275.1). Pfi¢emz vyrazné¢ zménena
exprese geni CPUR 03275.1, CPUR 04961.1, a CPUR 06946.1 byla potvrzena i
metodou real-time RT-gPCR. Metoda real-time RT-qPCR vsak u téchto vzorka
nepotvrdila vyraznou zménu exprese u genu CPUR 06376.1. Na zavér mizZzeme fict, ze
vysledky obou pouzivanych metod se v podstaté shoduji. Tato skutecnost jiz byla

potvrzena ve vice pracich (Yendrek et al., 2012; McClure et al., 2013).

5.2 Porovnani programi DESeq a edgeR

Pro analyzu RNAseq dat s ohledem na diferencialni expresi genli je v dneSni dobé¢
k dispozici nejméné 11 programi (Soneson a Dolorenzi, 2013). V ramci diplomové
prace byla provadéna analyza DEGs mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii Cp
S pouzitim dvou programl, DESeq a edgeR. Tyto programy byly vybrany pro analyzu
DEGs, jelikoz patii mezi nejpouzivanéjsi, oba programy vyuZivaji negativné binomické
rozdéleni dat pro statistickou analyzu a na zakladé predchozich studii bylo zjisténo, ze
ziskané vysledky jsou v dobré korelaci (Seyednasrollah et al. 2013). Pt#i porovnani
vzorkll mycelia kmene Gal404 a sklerocia kmene Gal404 program edgeR identifikoval
vétsi pocet diferencidlné exprimovanych genli, nez program DESeq, z 8825
anotovanych genti v genomu Cp program edgeR vyhodnotil 920 gent, jako
diferencialné exprimovanych pii hladiné vyznamnosti padj < 0,05, coZ je ptiblizné 10 %
z jejich celkového poctu. Program DESeq identifikoval 639 gent, jako diferencidlné
exprimovanych mezi srovnavanymi vyvojovymi stadii Cp, coz je pouze 7 %
z celkového poctu anotovanych genti. Pi1 porovnani vzorkt sklerocia 20.1 a sklerocia
Gal404 identifikoval naopak program DESeq vétSi pocet diferencialné exprimovanych
genu (28 gend, tj. 0,3 %, padj < 0,05), nez program edgeR (5 gent, tj. 0,06 %, padj <
0,05). Déle bylo zjisténo, ze oba pouZzivané programy poskytuji velmi podobné hodnoty

logoFoldChange, které vyjadfuji zménu v expresi genl mezi srovnavanymi
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podminkami. Hladina vyznamnosti zjisténych zmén v genové expresi (padj) pfi téchto
vysledcich vSak Casto byla obéma programy vyhodnocena rozdilné, proto se pocet
identifikovanych DEGs lisil. Tato skutecnost je v souladu s piedchozi studii, kdy pii
testovani rtiznych programii pouzivanych pro analyzu DEGs, mezi nimi i DESeq a
edgeR, se zjistilo, Ze hodnota logzfoldChange u rGznych programii koreluje témét na
100 %, kdezto hodnoty padj byvaji ¢asto odlisné (Guo et al., 2013).

Pokud se podivame na vysledky analyzy DEGs, jak z programu DESeq, tak edgeR
zjistime, Ze exprese vSech geni EAS klastru zapojenych do biosyntézy namelovych
alkaloidii je upregulovdna ve sklerociu. Tyto vysledky potvrzuji, Ze analyza dat
metodou RNAseq byla spravnd, jelikoz ptedchozi vyzkumy prokazaly, Zze namelové
alkaloidy se nevytvaifi v myceliu a nutnym ptedpokladem pro jejich tvorbu je
diferenciace sklerocialnich bunék (Mantle a Tonolo, 1968). Z toho divodu se dala
ocekavat zvySena aktivita vSech genii zapojenych do biosyntézy namelovych alkaloidt
ve vzorcich sklerocia oproti myceliu. Pozorovana skute¢nost, ze se mira exprese gent
EAS klastru mezi vzorkami sklerocii kmene Gal404 a 20.1 neméni, mize naznacovat,
ze exprese téchto genll neni v tomto ptipadé kmenové specifickd a/nebo oba kmeny

produkuji podobné mnozstvi alkaloida.
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6 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na analyzu dat z RNA sekvencovani s ohledem na
diferencialni expresi geni mezi dvéma vyvojovymi stadii dvou kmend Cp, ktera byla
analyzovana s pouzitim dvou programi. Na zdkladé¢ vysledki RNAseq metody bylo
vybrano n€kolik gent pro relativni kvantfikaci genové exprese metodou real-time RT-
gPCR, pak byly vysledky obou metod porovnany.

Teoreticka Cast diplomové prace byla vénovana vypracovani literarni reSerSe
zahrnujici 4 kapitoly. Prvni kapitola je vénovana biologii Cp a popisu biosyntézy
namelovych alkaloidi, které tato houba produkuje. Ve druhé kapitole se prace vénuje
popisu metody real-time RT-qPCR a analyze ziskanych dat. Tteti kapitola se zabyva
vyvojem a piehledem metod pro sekvencovéani nukleovych kyselin. Posledni, ¢tvrta
kapitola teoretické Casti prace se zabyva kontrolou kvality dat pochazejicich z RNAseq,
zarovnanim ,,readd” na referen¢ni genom, kvantifikaci poctu ,,readi, normalizaci dat a
na zaver statistickym vyhodnocenim diferencidlné exprimovanych genti.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena analyza RNAseq dat s ohledem na
diferencialni expresi gend mezi myceliem a sklerociem Cp kmene Gal404 a také mezi
sklerocii Cp kmene 20.1 a Gal404. K tomuto ucelu byly pouzity dva programy, DESeq
a edgeR. Pocet DEGs vyhodnocenych obéma programy se lisil, a bylo zji$téno, Ze oba
pouzivané programy poskytuji velmi podobné hodnoty logzFoldChange, které vyjadiuji
zménu V expresi genti mezi srovnavanymi vzorky, ale hladina vyznamnosti zjisténych
zmén v genove expresi (padj) byla vSak ¢asto vyhodnocena rozdilné.

Na zaklad¢ vysledki metody RNAseq bylo vybrdno 23 gend pro relativni
kvantifikaci genové exprese pomoci real-time RT-qPCR, vysledky obou metod byly

porovnany a ukézalo se, Ze jsou srovnatelné.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
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dimethylallyltryptofanu
4-(y , v -dimethylallyl)tryptofan syntasa

deoxynukleotid trifosfat

genovy klastr ,,Ergot Alkaloid Synthesis*
neribosomalni peptidova syntasa
neribosomalni peptidovou syntasa 1
neribosomalni peptidovou syntasa 2
N-methyl-dimethylallyltryptofan

RNA sekvencovani
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9 PRILOHY
9.1 Priloha 1 - Tabulka s DEGs mezi vzorky mycelia a sklerocia kmene Gal404 pri padj < 0,05, vysledek programu DESeq.

Tab 15: Vycet signifikantn€ diferencialné exprimovanych genu (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikatd. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody.

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace gent

CPUR_02481.1 8932,118818 37,68272665 -7,888955273 1,20E-15 uncharacterized_protein

CPUR_02520.1 3842,613975 19,77251936 -7,602447535 4,96E-13 related_to_copper_transport_protein
CPUR_05920.1 152049,0023 945,8801312 -7,328663268 1,17E-16 uncharacterized_protein

CPUR_05066.1 17699,06732 124,5151094 -7,151208709 6,12E-12 uncharacterized_protein

CPUR_07368.1 1632,792761 12,17815179 -7,066902681 2,20E-09 uncharacterized_protein

CPUR_03424.1 485,2011008 3,72518783 -7,025125843 1,87E-07 uncharacterized_protein

CPUR_05851.1 7987,634099 62,32560481 -7,001799459 3,95E-13 related_to_copper_transport_protein
CPUR_05808.1 166,8320668 1,432872952 -6,863342109 0,001522084 uncharacterized_protein

CPUR_05807.1 9250,749826 88,40079224 -6,7093672 9,30E-14 uncharacterized_protein

CPUR_04139.1 3950,700431 43,12623463 -6,517398886 4,85E-11 probable_cutinase_1_precursor
CPUR_06786.1 612,7146316 7,306665596 -6,389858312 1,03E-07 uncharacterized_protein

CPUR_07506.1 955,3825895 12,75158281 -6,227330345 6,01E-09 uncharacterized_protein

CPUR_00041.1 6858,399816 103,1631886 -6,054871835 3,58E-09 uncharacterized_protein

CPUR_07808.1 9427,418815 142,4208072 -6,048630982 4,96E-10 Protein_tyrosine_phosphatase
CPUR_04059.1 11972,55407 183,5449655 -6,027453598 1,06E-10 uncharacterized_protein

CPUR_00109.1 4637,075454 75,07746947 -5,948691368 9,99E-10 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_06785.1 7389,713944 122,788052 -5,911276429 3,81E-10 uncharacterized_protein

CPUR_06798.1 2284,466057 38,2575669 -5,899968072 8,52E-07 uncharacterized_protein

CPUR_05852.1 2974,314445 49,8600329 -5,898529532 1,43E-09 related_to_ferric_reductase_FRE2_precursor
CPUR_01530.1 11904,51242 238,2750754 -5,642736675 3,99E-09 uncharacterized_protein

CPUR_04398.1 537,641888 11,89270458 -5,498496795 2,86E-05 uncharacterized_protein

CPUR_01092.1 8189,357533 183,1096076 -5,482970879 1,39E-08 uncharacterized_protein

CPUR_03220.1 3711,106979 86,96989221 -5,415189734 2,20E-09 uncharacterized_protein

CPUR_04150.1 9367,820046 238,694368 -5,294476931 2,22E-10 uncharacterized_protein

CPUR_02853.1 21250,97948 548,9069936 -5,274823808 3,30E-09 uncharacterized_protein

CPUR_08094.1 2289,895708 60,45991059 -5,243159237 4,37E-10 uncharacterized_protein

CPUR_07353.1 15607,64441 426,39847 -5,193906743 6,48E-09 uncharacterized_protein

CPUR_05862.1 1632,389118 45,7051241 -5,15848527 5,68E-08 uncharacterized_protein

CPUR_06787.1 7231,443581 202,7429264 -5,156560189 5,95E-08 probable_disl-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_04540.1 398,3069397 11,17640903 -5,155351985 0,000755426 uncharacterized_protein

CPUR_03569.1 550,2993653 16,47789803 -5,06161254 8,14E-05 uncharacterized_protein

CPUR_06793.1 7034,440889 214,6367584 -5,034466683 9,15E-07 related_to_bile_acid_transporter
CPUR_00570.1 3635,169755 114,0502045 -4,994281797 3,02E-06 uncharacterized_protein

CPUR_00860.1 1828,237515 58,17154156 -4,973996164 2,59E-07 related_to_long-chain-fatty-acid-CoA_ligase
CPUR_02595.1 13456,60611 441,008419 -4,931364586 5,75E-08 related_to PMUL_- high_copy_suppressor_of ts_tps2_mutant_phenotype
CPUR_01696.1 466,6624658 15,61732872 -4,901159822 0,000215227 uncharacterized_protein

CPUR_01776.1 5379,628736 181,1033036 -4,892621843 7,92E-08 Alternative_oxidase_
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_07813.1 218,4323836 7,450939352 -4,873620628 0,008193088 uncharacterized_protein

CPUR_08658.1 5952,318886 208,1785427 -4,837558538 7,48E-08 related_to_a_putative_low-affinity_copper_transport_protein
CPUR_00121.1 2616,790844 94,12946559 -4,797008402 1,46E-07 uncharacterized_protein

CPUR_02622.1 3461,784299 133,6756317 -4,694707435 4,64E-07 uncharacterized_protein

CPUR_04554.1 616,1084458 24,07029268 -4,677858724 8,18E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04807.1 15586,92912 622,3999883 -4,646350878 2,77E-07 uncharacterized_protein

CPUR_08093.1 971,7300985 38,82761578 -4,64540063 2,80E-06 uncharacterized_protein

CPUR_01647.1 34338,31406 1377,212939 -4,639995662 1,20E-06 Phosphate_permease_

CPUR_07587.1 2013,139528 81,382956 -4,628576673 6,84E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04555.1 852,8699776 34,95984527 -4,608555111 5,24E-05 uncharacterized_protein

CPUR_05854.1 193,8098258 8,023524841 -4,594261733 0,006893182 uncharacterized_protein

CPUR_06705.1 13151,94469 554,926751 -4,566834974 1,80E-06 Protein_tyrosine_phosphatase

CPUR_06977.1 1929,921107 82,52925436 -4,547492457 1,36E-06 Polygalacturonase_

CPUR_05831.1 8092,351633 346,173368 -4,546992366 2,72E-06 uncharacterized_protein

CPUR_07143.1 1272,403385 55,02091214 -4,531432248 0,000117693 uncharacterized_protein

CPUR_03026.1 887,3323844 38,54245042 -4,524954421 4,74E-05 uncharacterized_protein

CPUR_03085.1 2440,883659 106,0238612 -4,52494264 1,88E-07 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR _04556.1 20039,77922 875,448452 -4,516700571 2,82E-07 uncharacterized_protein

CPUR_03017.1 8314,755586 364,9323071 -4,509973074 1,77E-07 uncharacterized_protein

CPUR_01592.1 122,8827488 5,444353527 -4,496377832 0,033909774 uncharacterized_protein

CPUR_00387.1 101660,4554 4638,65572 -4,453908014 1,39E-08 probable_ ALCOHOL_DEHYDROGENASE_I|_- ADH1
CPUR_01091.1 7800,275814 378,8273698 -4,363912665 2,12E-05 uncharacterized_protein

CPUR_06318.1 1551,672191 75,93606586 -4,352894736 1,53E-06 uncharacterized_protein

CPUR_06262.1 135208,3854 6744,522464 -4,325324519 1,77E-07 uncharacterized_protein

CPUR_06943.1 15359,23595 781,7171406 -4,296315968 2,32E-06 Putative_multicopperoxidase_

CPUR_04774.1 333,0856718 17,3376218 -4,263915373 0,040362459 uncharacterized_protein

CPUR_00939.1 2333,720064 123,7909222 -4,236654089 9,20E-06 related_to_triacylglycerol_lipase_V_precursor
CPUR_06794.1 20354,40401 1085,609624 -4,228763659 1,90E-06 uncharacterized_protein

CPUR_00204.1 19011,3671 1031,741774 -4,203708438 2,20E-06 related_to_alkaline_phosphatase_D_precursor
CPUR_05483.1 530,9384317 28,94403364 -4,197206679 0,00156176 uncharacterized_protein

CPUR_01093.1 3612,699563 200,3052104 -4,172805428 9,09E-05 uncharacterized_protein

CPUR_00388.1 9200,917887 520,536391 -4,14370686 4,32E-06 related_to_antioxidant_protein_and_metal_homeostasis_factor
CPUR_07401.1 7800,826364 4435771621 -4,136369967 1,38E-06 Alpha-ketoglutarate-dependent_taurine_dioxygenase_
CPUR_06942.1 10280,42023 591,5975885 -4,119139256 3,03E-06 Putative_iron_transferase_

CPUR_04691.2 2667,347466 154,449612 -4,110197621 7,95E-07 uncharacterized_protein

CPUR_06300.1 14876,95031 881,6060008 -4,076800958 3,83E-05 uncharacterized_protein

CPUR_08150.1 1096,325862 66,19422086 -4,049827599 0,000195766 uncharacterized_protein

CPUR_06301.1 1526,699077 92,98626753 -4,037254244 4,87E-05 uncharacterized_protein

CPUR_02272.1 514,4088524 32,09438121 -4,002522819 0,003721926 related_to_S,pombe_pac2_protein

CPUR_08723.1 307,4859143 19,19965202 -4,001368255 0,014384419 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_07940.1 632,8794802 39,54447502 -4,000382745 0,000214015 uncharacterized_protein

CPUR_00082.1 832,126314 52,58601458 -3,984051475 0,000745334 related_to_integral_membrane_protein_ PTH11
CPUR_01572.1 1944,241954 123,7903585 -3,97323691 0,000670031 related_to_single-stranded_DNA-binding_protein_MSSP-1
CPUR_03553.1 1324,994345 85,39500027 -3,955690787 7,68E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04141.1 1485,865563 96,7159649 -3,941405726 0,000161719 related_to_integral_membrane_protein_PTH11
CPUR_05525.1 24676,56176 1641,41921 -3,910125747 0,000758306 related_to_DDRA48_-_heat_shock_protein
CPUR_05156.1 3027,834952 203,025837 -3,898551324 9,95E-05 related_to_major_facilitator_ MirA
CPUR_05147.1 654,5136834 43,98624025 -3,895299157 0,000698788 related_to_zinc_cluster_transcription_factor
CPUR_08536.1 3676,193489 248,0076194 -3,889756352 9,31E-07 Endo-1,4-beta-xylanase_

CPUR_00945.1 9704,600337 676,5707595 -3,842356068 1,53E-05 probable_thioredoxin

CPUR_06795.1 6272,767634 442,8693219 -3,824149152 5,26E-05 uncharacterized_protein

CPUR_07495.1 21208,08829 1515,406967 -3,806837391 1,50E-06 related_to_sensor_protein_hoxX
CPUR_01105.1 229,9100022 16,47620695 -3,802613174 0,004346324 uncharacterized_protein

CPUR_00664.1 9387,310302 681,1486249 -3,784670319 0,00020787 related_to_5°-nucleotidase_precursor
CPUR_03554.1 1470,135382 106,741566 -3,783755029 6,84E-05 uncharacterized_protein

CPUR_02059.1 2839,243544 206,8950168 -3,778535803 0,000481127 related_to_flavonol_synthase-like_protein
CPUR_00529.1 1361,575297 100,7260362 -3,756768215 0,000642944 uncharacterized_protein

CPUR_04160.1 1395,320307 103,7343648 -3,749630532 0,000687547 uncharacterized_protein

CPUR_07339.1 348,3580125 26,22058857 -3,731798772 0,027693495 uncharacterized_protein

CPUR_02843.1 2337,298084 176,5150099 -3,726978965 8,54E-06 probable_endochitinase_class V_precursor
CPUR_03797.1 2224,65865 170,4994801 -3,705744742 6,84E-05 Glycerophosphoryl_diester_phosphodiesterase_family protein_
CPUR_04796.1 339,9303385 26,3628894 -3,688658722 0,037711893 uncharacterized_protein

CPUR_06261.1 9983,449165 780,9943626 -3,676154296 2,80E-05 related_to_tripeptidyl-peptidase_|I
CPUR_01529.1 490,4240704 38,39761297 -3,674941257 0,005448319 uncharacterized_protein

CPUR_06233.1 1620,636048 128,0929232 -3,661297458 0,000569465 uncharacterized_protein

CPUR_03550.1 3876,349176 306,477855 -3,660843794 4,61E-05 3,4-dihydroxy-2-butanone_4-phosphate_synthase
CPUR_07367.1 1440,971332 114,4748523 -3,653939025 0,002549474 uncharacterized_protein

CPUR_05455.1 4160,809866 332,6916792 -3,644606675 0,000130694 uncharacterized_protein

CPUR_07770.1 885,6948268 73,21290263 -3,596639864 0,001930067 uncharacterized_protein

CPUR_06814.1 10316,60123 861,5201315 -3,581939438 0,000124415 uncharacterized_protein

CPUR_02192.1 2603,905567 218,061843 -3,577867878 0,000106373 uncharacterized_protein

CPUR_06524.1 4449,691039 381,2633948 -3,544845238 0,000195184 Swim_zinc_finger_domain_protein_
CPUR_00643.1 6408,501168 550,6061482 -3,540894352 3,32E-05 probable_theta_class_glutathione_s-transferase
CPUR_06663.1 9141,633033 794,025192 -3,525195221 2,72E-05 O-acetylhomoserin_(Thiol)-lyase_
CPUR_05921.1 2454287683 2135,421662 -3,522711488 2,77E-05 related_to_aldehyde_reductase
CPUR_07602.1 1970,016989 171,5023502 -3,521907819 0,001891588 uncharacterized_protein

CPUR_07595.1 1388,79003 121,2137238 -3,518203541 0,002502324 uncharacterized_protein

CPUR_05157.1 1243,25246 109,609003 -3,503681078 0,000456008 related_to_enoyl-CoA_hydratase
CPUR_05746.1 26008,71149 2299,832051 -3,499394513 1,11E-05 uncharacterized_protein

CPUR_02034.1 618,2471912 55,16293113 -3,486412758 0,003388216 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_04436.1 248,6081606 22,20741692 -3,484760155 0,026549136 related_to_DRPLA_protein

CPUR_06982.1 329,5369212 29,51492805 -3,480923384 0,043668405 uncharacterized_protein

CPUR_07600.1 4250,204425 382,6911945 -3,473279622 2,40E-05 uncharacterized_protein

CPUR_00685.1 1161,4583 105,6011864 -3,45923941 0,005853458 related_to_hsp70_protein

CPUR_00751.1 501,247876 45,7051241 -3,455096395 0,001994785 probable_acetylxylan_esterase_precursor
CPUR_02002.1 491,4285806 44,84455479 -3,453977042 0,012009641 uncharacterized_protein

CPUR_08151.1 414,1623645 38,39986774 -3,431023213 0,012722411 uncharacterized_protein

CPUR_02123.1 3755,259663 348,7361923 -3,428704667 0,00028697 uncharacterized_protein

CPUR_07516.1 2101,65094 197,4355187 -3,412069615 0,004252905 related_to_histidinol-phosphatase

CPUR_06333.1 11821,43677 1114,121963 -3,407426311 0,00128599 uncharacterized_protein

CPUR_00486.1 8470,739519 801,4907874 -3,401730084 7,42E-05 uncharacterized_protein

CPUR_02457.1 294,8170576 28,94093333 -3,348636645 0,032844498 uncharacterized_protein

CPUR_04027.1 1745,573546 172,3632014 -3,340177438 0,006007262 Cation-transporting_ATPase_pmal_

CPUR_05169.1 744,0613623 73,50539599 -3,339499538 0,006007262 uncharacterized_protein

CPUR_02212.1 1990,209184 197,57331 -3,332460103 0,000215437 uncharacterized_protein

CPUR_06350.1 2695,544374 268,3555427 -3,328359068 0,001319332 uncharacterized_protein

CPUR_08481.1 2899,424089 288,6978291 -3,328134203 0,000278553 related_to_cell_wall_mannoprotein

CPUR_05158.1 717,8444532 74,79230411 -3,262709532 0,006825267 related_to_multidrug_resistance_protein
CPUR_03757.1 158878,0528 16585,0183 -3,259967337 2,86E-05 probable_pyruvate_decarboxylase

CPUR_02323.1 12672,51679 1332,506176 -3,249488951 0,000397825 uncharacterized_protein

CPUR_05832.1 1387,518889 146,4325696 -3,244199032 0,002369277 uncharacterized_protein

CPUR_04247.1 1199,25556 126,94437 -3,23987081 0,015004629 uncharacterized_protein

CPUR_07160.1 450,4334437 47,71058254 -3,238932742 0,010064208 uncharacterized_protein

CPUR_05798.1 1187,379169 126,8020692 -3,227130514 0,002680368 uncharacterized_protein

CPUR_06499.1 4203,329049 455,4695848 -3,206105777 0,000875607 Magnesium-translocating_P-type ATPase_family_protein_
CPUR_00237.1 3744,840681 410,055263 -3,191014083 8,41E-05 related_to_vacuolar_membrane_protein_ HMT1
CPUR_01646.1 2913,013143 322,8083789 -3,173762279 0,002447463 uncharacterized_protein

CPUR_00859.1 829,3725162 92,13077145 -3,170265241 0,006007262 related_to_aerobactin_siderophore_biosynthesis_protein_iucB
CPUR_02153.1 19291,74012 2158,628004 -3,15979673 0,002614475 uncharacterized_protein

CPUR_04695.1 16851,79068 1887,267233 -3,158531276 0,000670031 6-phosphofructokinase

CPUR_06978.1 3410,63884 385,2500729 -3,146174858 1,53E-06 Polygalacturonase_

CPUR_00989.1 3324,642258 376,2634182 -3,143384173 0,001622381 uncharacterized_protein

CPUR_03778.1 5369,994141 607,7635458 -3,143338466 0,000159881 Sodium/phosphate_symporter,_putative
CPUR_01797.1 5711,518972 646,5984896 -3,142932437 0,000494841 uncharacterized_protein

CPUR_06893.1 6767,264048 767,1218476 -3,141045026 0,00165227 probable_glucosamine-phosphate N-acetyltransferase
CPUR_01089.1 1412,045966 160,3256594 -3,138709807 0,005975614 related to ECM32_- DNA dependent ATPase/DNA _helicase_B
CPUR_02093.1 1621,055233 184,539944 -3,134928219 0,00238433 uncharacterized_protein

CPUR_06277.1 609,4619571 69,49166065 -3,132624407 0,038338476 related_to_threonine_dehydratase

CPUR_08343.1 1132,111685 129,3820861 -3,129306505 0,007309715 uncharacterized_protein

CPUR_07430.1 684,192895 78,2306355 -3,128597533 0,015225495 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_04443.1 381,319485 43,98454918 -3,115931523 0,044918287 related_to_DRPLA_protein

CPUR_01194.1 305,4404799 35,53299445 -3,103660096 0,045923708 uncharacterized_protein

CPUR_06018.1 2488,236 290,2817401 -3,099597598 0,000473235 uncharacterized_protein

CPUR_01243.1 11238,484 1321,419362 -3,088287144 0,000106294 related_to_non-hemolytic_phospholipase_C_precursor
CPUR_02736.1 3161,412029 373,3756883 -3,081869178 0,005428522 uncharacterized_protein

CPUR_07594.1 4993,089441 591,1492657 -3,078338387 0,003309407 uncharacterized_protein

CPUR_02211.1 5995,555147 710,7914797 -3,076395051 0,000527037 Glucosamine_6-phosphate_synthetase

CPUR_06762.1 5756,172313 683,145628 -3,074844721 0,003309407 Carboxyphosphonoenolpyruvate_phosphonomutase, putative
CPUR_01155.1 2045,141831 242,9915776 -3,073222683 0,000551267 uncharacterized_protein

CPUR_05486.1 3134,800757 374,9587538 -3,06356994 0,0032281 uncharacterized_protein

CPUR_03106.1 2054,41435 246,5806653 -3,058595599 0,000687547 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_03776.1 23068,70092 2785,856356 -3,049743986 0,000473661 Thiol_peroxidase_

CPUR_04951.1 30307,07496 3683,47953 -3,040513489 9,78E-05 uncharacterized_protein

CPUR_06367.1 3313,285861 402,8954077 -3,039785414 0,002468416 related_to_nitrate_assimilation_regulatory _protein_nirA
CPUR_03221.1 2480,496207 310,899891 -2,996106735 5,56E-05 uncharacterized_protein

CPUR_03275.1 49487,01957 6243,745909 -2,986566424 0,002066995 probable_heat_shock protein_30

CPUR_02506.1 7095,04108 896,1880471 -2,984937648 0,007941546 uncharacterized_protein

CPUR_00095.1 2699,297883 344,0072888 -2,972073157 0,001622381 uncharacterized_protein

CPUR_01800.1 1045,062658 134,5404287 -2,957477778 0,025252443 uncharacterized_protein

CPUR_01507.1 2276,427417 293,1488953 -2,957065935 0,001711115 uncharacterized_protein

CPUR_02735.1 2834,136468 367,0772479 -2,948753626 0,001348978 probable_ MUP1 - High_affinity_methionine_permease
CPUR_05141.1 3299,368869 432,8254008 -2,930333008 0,001000601 uncharacterized_protein

CPUR_05517.1 608,3527212 80,23440287 -2,922615164 0,038012014 uncharacterized_protein

CPUR_08581.1 8854,741861 1168,835444 -2,921378416 0,000184738 related_to_ERO1_protein,_required_for_protein_disulfide_bond_formation_in_the ER
CPUR_05680.1 5500,900532 731,7198801 -2,910304455 0,000423335 uncharacterized_protein

CPUR_01879.1 4220,830958 563,9466636 -2,903896423 0,003308389 related_to_GIT1 - Glycerophosphoinositol_transporter_also_able to_mediate_low-affinity _phosphate_trans
CPUR_00803.1 3246,298845 440,7235355 -2,88084997 0,001119027 Branched-chain-amino-acid_aminotransferase_
CPUR_07551.1 6398,669681 876,2918287 -2,868288681 0,000755405 probable_protein_disulfide_isomerase-related protein_ A
CPUR_04553.1 1160,394688 159,0376239 -2,867175584 0,020571919 uncharacterized_protein

CPUR_03024.1 4319,113943 593,0279248 -2,864563431 0,002836522 uncharacterized_protein

CPUR_04811.1 2038,520129 281,5416379 -2,856101996 0,00165227 uncharacterized_protein

CPUR_07642.1 21113,4681 2926,281287 -2,851023216 0,000778141 related_to_mixed-linked_glucanase_precursor MLG1
CPUR_00667.1 1437,44047 200,5898121 -2,841181971 0,00443192 uncharacterized_protein

CPUR_04120.1 1479,658813 207,6079302 -2,833331093 0,005858299 related_to_peptide_transporter

CPUR_05499.1 6625,578733 930,0241417 -2,832706406 0,01003642 uncharacterized_protein

CPUR_05795.1 2014,772392 283,4115598 -2,829646358 0,011766961 uncharacterized_protein

CPUR_03396.1 14281,06708 2023,320547 -2,819306978 0,007040237 uncharacterized_protein

CPUR_04937.1 2360,419954 334,6926281 -2,81813488 0,003462266 uncharacterized_protein

CPUR_05014.1 1128,827077 160,1847678 -2,817015629 0,005534164 related_to_glucan_1,4-alpha-glucosidase
CPUR_00641.1 714,4870531 101,4378223 -2,816312191 0,005675823 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.
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Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_06788.1 2029,671277 291,5717486 -2,799323245 0,008343305 probable_disl-suppressing_protein_kinase dskl
CPUR_06804.1 6766,001198 977,8944995 -2,7905527 0,001932028 probable_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_08227.1 5702,00916 824,9901856 -2,789021495 0,00360711 probable_flavohemoglobin

CPUR_07802.1 11207,8835 1626,491683 -2,784678514 0,000625798 Asparagine_synthetase

CPUR_06421.1 639,2094098 93,27706981 -2,776694272 0,041921852 uncharacterized_protein

CPUR_06316.1 3431,497145 501,4672022 -2,774610903 0,016335416 uncharacterized_protein

CPUR_08715.1 2144219733 314,4971521 -2,769333898 0,010999279 uncharacterized_protein

CPUR_02328.1 6301,69083 931,046741 -2,758813474 0,045688748 related_to_15-hydroxyprostaglandin_dehydrogenase
CPUR_00777.1 1510,287667 223,8054542 -2,754506267 0,008826736 related_to_RNA-3"-phosphate_cyclase_1
CPUR_04127.1 581,9921845 87,54135031 -2,732963237 0,025705214 Aminoglycoside_phosphotransferase_(Fragment)
CPUR_07707.1 1604,324847 242,1366453 -2,728072951 0,001600288 uncharacterized_protein

CPUR_06783.1 376,3265911 57,30984486 -2,715130337 0,042452987 probable_subtilisin-like_serine_protease
CPUR_01094.1 2536,383613 387,8529193 -2,709191395 0,010645692 uncharacterized_protein

CPUR_00642.1 1623,314671 248,3037768 -2,708764575 0,012991666 related to URE2_ - nitrogen_catabolite_repression_regulator
CPUR_06473.1 2451,441328 382,8444873 -2,678799844 0,011263738 related_to_siroheme_synthase (Uroporphyrin-111_C-methyltransferase)
CPUR_06272.1 62085,61746 9699,604983 -2,678261198 0,003993986 CCG-6_clock-controlled_protein_6_(ccg-6)
CPUR_01836.1 9395,21745 1472,166052 -2,673986144 0,001403448 uncharacterized_protein

CPUR_01798.1 10080,93044 1597,828024 -2,657444759 0,006873697 uncharacterized_protein

CPUR_07452.1 38296,73295 6087,734934 -2,653243874 0,001203324 uncharacterized_protein

CPUR_08659.1 2207,158769 353,3256134 -2,643120169 0,020214409 3-hydroxyanthranilate_3,4-dioxygenase_
CPUR_02806.1 913,9661325 146,4322877 -2,641907009 0,012640241 uncharacterized_protein

CPUR_05834.1 2879,794178 461,5023072 -2,641555939 0,009246714 uncharacterized_protein

CPUR_00913.1 3215,558862 515,7911404 -2,640210601 0,021001114 uncharacterized_protein

CPUR_04855.1 1449,51938 232,5458383 -2,639987596 0,014703597 uncharacterized_protein

CPUR_00240.1 1323,518375 213,4853868 -2,632168999 0,007941546 Pyridoxine_

CPUR_07570.1 2198,289292 356,042576 -2,62625958 0,026549136 Oligopeptide_transporter_OPT-like_protein_
CPUR_06177.1 1333,135293 216,776626 -2,620542089 0,027120957 uncharacterized_protein

CPUR_04183.1 1658,961735 270,0763995 -2,618841129 0,026377758 Sodium/phosphate_symporter, putative
CPUR_08660.1 4442,402046 723,4159813 -2,618442591 0,007765975 2-keto-4-pentenoate_hydratase

CPUR_06062.1 1093,348816 178,9577991 -2,61106242 0,048656484 related_to_malic_acid_transport_protein
CPUR_04789.1 1774,309308 290,7165343 -2,609572499 0,007676181 UDP-Glc/Gal_endoplasmic_reticulum_nucleotide_sugar_transporter_
CPUR_05105.1 522,7135582 85,82133908 -2,606612264 0,047837204 uncharacterized_protein

CPUR_03415.1 4664,845713 766,3948419 -2,605669609 0,008507137 related_to_calcium-independent_phospholipase_A2
CPUR_03287.1 3828,127095 631,5703752 -2,599623323 0,004704901 Delta_1-pyrroline-5-carboxylate_dehydrogenase_
CPUR_00205.1 1826,165053 305,4648384 -2,579738937 0,014609071 uncharacterized_protein

CPUR_04005.1 278,6676912 46,99315961 -2,56802307 0,027606351 uncharacterized_protein

CPUR_03242.1 904,6411266 153,3055684 -2,560935486 0,021791507 uncharacterized_protein

CPUR_00857.1 393,6466067 66,76680635 -2,559698103 0,032251525 uncharacterized_protein

CPUR_04795.1 902,9737353 153,1652405 -2,559595098 0,020571919 uncharacterized_protein

CPUR_03755.1 4230,84882 723,5478539 -2,547786794 0,017964799 related_to_uroporphyrinogen_I11_synthase
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.
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Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_01125.1 10830,817 1857,003033 -2,544093997 0,001260603 related_to_malate_dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating) (NADP+)
CPUR_04111.1 3504,457924 603,8915476 -2,536829917 0,001119027 related_to_peptide_transporter

CPUR_00823.1 4786,532319 832,8669001 -2,522822987 0,003009668 uncharacterized_protein

CPUR_03549.1 2385,351961 416,6569068 -2,517270352 0,007000601 Hexaprenyldihydroxybenzoate _methyltransferase
CPUR_03859.1 5168,424144 913,6741703 -2,499972793 0,020968482 related_to_kinetoplast-associated_protein_ KAP
CPUR_08159.1 1084,317399 192,5640325 -2,493376957 0,010386451 related_to_disl-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_04131.1 4172,071347 746,4594469 -2,48262804 0,013518519 related_to_sterol_delta 5,6-desaturase

CPUR_01462.1 1328,071812 238,554322 -2,476943429 0,030221373 probable_potassium_transporter TRK-1

CPUR_03989.1 3309,748419 600,3396636 -2,462870666 0,026962003 related_to_mouse_T10_protein

CPUR_00143.1 3512,831083 637,4379673 -2,462277348 0,015945439 uncharacterized_protein

CPUR_06377.1 1713,78724 313,0696342 -2,452632527 0,048656484 uncharacterized_protein

CPUR_05822.1 1274,179948 233,1113777 -2,450477713 0,015722758 uncharacterized_protein

CPUR_05180.1 4361,872059 800,4786163 -2,446012685 0,00659023 Vacuolar_transporter_chaperone 4

CPUR_00203.1 2118,367212 395,1604304 -2,422442303 0,033066946 uncharacterized_protein

CPUR_03251.1 1022,182419 190,9908316 -2,420077393 0,019749663 related to SLS1 protein_precursor

CPUR_05106.1 1355,275024 253,3158727 -2,419576262 0,039907423 uncharacterized_protein

CPUR_03430.1 360,3640587 67,48112898 -2,416899114 0,040524831 uncharacterized_protein

CPUR_05368.1 5059,526841 951,1776743 -2,411215714 0,00409018 uncharacterized_protein

CPUR_00773.1 18283,53181 3444,802386 -2,408051652 0,032893868 uncharacterized_protein

CPUR_07509.1 5420,698942 1036,187485 -2,387193819 0,011705378 uncharacterized_protein

CPUR_02015.1 6612,782039 1266,993583 -2,383848132 0,013539238 related_to_cytosolic_nonspecific_dipeptidase

CPUR_02593.1 588,8345046 113,0456433 -2,38095682 0,035113598 uncharacterized_protein

CPUR_06483.1 6754,657205 1297,623806 -2,380010363 0,013043407 Phosphoadenosine_phosphosulfate_reductase_
CPUR_01542.1 2584,034412 496,7408353 -2,379060027 0,045965162 uncharacterized_protein

CPUR_04211.1 3013,464424 580,8520278 -2,375180444 0,023774859 uncharacterized_protein

CPUR_03543.1 3836,764786 742,017118 -2,370365948 0,013264883 Arrestin_domain-containing_protein_

CPUR_05060.1 2873,074897 556,3511686 -2,368527898 0,032844498 related_to_pyridoxamine-phosphate_oxidase

CPUR_06482.1 4316,057419 839,8957284 -2,361431922 0,039777268 Phosphoserine_phosphatase

CPUR_00559.1 16224,57188 3160,31214 -2,360041446 0,036372892 uncharacterized_protein

CPUR_04535.1 2105,222202 412,3540603 -2,352016996 0,028703497 uncharacterized_protein

CPUR_01353.1 566,2733124 111,0384938 -2,350438636 0,026672338 uncharacterized_protein

CPUR_03558.1 1413,02747 277,0936721 -2,350343843 0,008455393 related_to_CCC2_-_P-type_ATPase_involved_in_export_of Cu++_from_the_cytosol_into_intracellular,_secret
CPUR_07201.1 9367,348586 1841,361747 -2,346867672 0,001316187 related_to_G1/S-specific_cyclin_pasl

CPUR_03557.1 4736,47422 932,00057 -2,34541079 0,004458441 related_to_MET10_-_sulfite_reductase_flavin-binding_subunit
CPUR_03058.1 2424,037662 481,8434662 -2,330775666 0,024936092 uncharacterized_protein

CPUR_01674.1 3241,477278 644,7525246 -2,329834038 0,049468008 BolA_domain_protein_

CPUR_07044.1 3804,707084 757,9537155 -2,32760373 0,018865246 related_to_acyl-coenzyme_A:6-aminopenicillanic-acid-acyltransferase_precursor
CPUR_06349.1 2074,465617 415,076378 -2,32129101 0,028542617 Histone-lysine_N-methyltransferase,_H3_lysine-79_specific_
CPUR_00241.1 4491,325591 911,5529046 -2,300743017 0,016591957 Pyridoxine_biosynthesis_protein_PDX1_

CPUR_01138.1 1343,795024 272,8029449 -2,30038197 0,032009812 uncharacterized_protein
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CPUR_04165.1 801,7570167 163,3382156 -2,295302702 0,048478061 probable_subtilisin-like_serine_protease
CPUR_00713.1 1437,142118 292,8640118 -2,294899911 0,045923708 4F5_domain_protein_

CPUR_04173.1 1099,906369 224,2340478 -2,294303458 0,044918287 uncharacterized_protein

CPUR_01697.1 2989,905302 620,3981939 -2,2688334 0,014850754 Homoserine_kinase

CPUR_07433.1 2771,541584 575,4031647 -2,268043593 0,038565147 related_to_1-phosphatidylinositol_phosphodiesterase_precursor
CPUR_02566.1 2460,545644 513,22127 -2,261325411 0,044918287 uncharacterized_protein

CPUR_01357.1 6406,796656 1338,357702 -2,259139446 0,006825267 uncharacterized_protein

CPUR_03025.1 1569,149666 330,1091258 -2,248968037 0,043391692 uncharacterized_protein

CPUR_05690.1 5450,894531 1161,569083 -2,230418047 0,011105149 uncharacterized_protein

CPUR_03060.1 701,2783539 149,5753073 -2,22911517 0,017984277 uncharacterized_protein

CPUR_04638.1 2105,342753 464,2237793 -2,181162795 0,028600726 Uncharacterized_protein_

CPUR_02922.1 1116,907691 247,7216085 -2,172718332 0,04670545 uncharacterized_protein

CPUR_02926.1 1722,62272 383,1200699 -2,168738255 0,047090485 related_to_heterokaryon_incompatibility protein
CPUR_08054.1 9410,789747 2101,459614 -2,162924067 0,009051197 related_to_positive_effector_protein_GCN20
CPUR_00963.1 1561,220798 350,7348864 -2,154221744 0,029969684 probable_cell_wall_protein UTR2

CPUR_00873.1 1807,639861 407,0480618 -2,150836222 0,01962711 uncharacterized_protein

CPUR_00941.1 2070,014629 474,1022882 -2,126370702 0,011766961 uncharacterized_protein

CPUR_03556.1 628,5107775 144,4217561 -2,121649394 0,047837204 Sarcosine_oxidase_

CPUR_01617.1 2252,009971 519,3706452 -2,116376835 0,016667889 Squalene_epoxidase_

CPUR_06632.1 2534,697908 585,008064 -2,115285397 0,049349392 probable_acetylornithine_aminotransferase_precursor
CPUR_04441.1 1308,635598 302,4553824 -2,113269181 0,035113598 probable_disl-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_06937.1 4237,854721 980,5483286 -2,111673487 0,001934364 Inositolphosphorylceramide-B_C-26_hydroxylase
CPUR_00651.1 1246,757969 293,8567355 -2,084996552 0,018917865 Purine_transporter_

CPUR_06060.1 8715,127333 2062,5621 -2,079084186 0,009842937 C-4_sterol_methyl_oxidase_

CPUR_05351.1 5731,863332 1370,1641 -2,064655521 0,026962003 uncharacterized_protein

CPUR_06395.1 1856,17462 443,850208 -2,06418766 0,020291436 related_to_Zinc_finger_protein

CPUR_05054.1 6862,213855 1640,936784 -2,064154426 0,007765975 uncharacterized_protein

CPUR_08623.1 3406,773848 817,9343002 -2,05834931 0,002587824 uncharacterized_protein

CPUR_00679.1 51803,02169 12607,7317 -2,038727514 0,01362423 78 _kDa_glucose-regulated_protein_

CPUR_06424.1 1213,482142 301,5979134 -2,008454525 0,029273999 related_to_dna_mismatch_repair_homologue_(hpms2)
CPUR_05365.1 12487,15092 3116,845216 -2,002285931 0,032893868 related_to_glucan_1,3-beta-glucosidase
CPUR_07090.1 2212,579776 562,2100234 -1,976548393 0,038534667 uncharacterized_protein

CPUR_03546.1 5774,275266 1471,554854 -1,972298563 0,007832882 probable_vivid_PAS_protein_VVD

CPUR_06951.1 3365,227383 858,5304047 -1,970762856 0,044918287 uncharacterized_protein

CPUR_02616.1 4479,169938 1147,334177 -1,964945746 0,036368115 Myo-inositol-phosphate_synthase

CPUR_08351.1 3305,315816 850,1946573 -1,958923026 0,032844498 related_to_myc-type_bHLH_transcription_factor
CPUR_08305.1 1002,657622 258,893508 -1,953398358 0,045688748 related to PUF3_-_transcript-specific_regulator_of mRNA _degradation
CPUR_06813.1 1430,411386 375,6620844 -1,928922709 0,029274039 uncharacterized_protein

CPUR_05565.1 31225,22797 8267,345734 -1,917215979 0,041028264 uncharacterized_protein

CPUR_08768.1 1185,477114 321,2157307 -1,88385336 0,008457682 retrotransposon_HobS_hobase
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CPUR_06614.1 6940,821835 1906,453638 -1,86421505 0,044832665 related_to_myc-type bHLH_transcription_factor
CPUR_01400.1 8235,476646 2304,172101 -1,837603674 0,038507798 Valyl-tRNA_synthetase_

CPUR_08870.1 674,9086783 193,5601383 -1,801910429 0,02618218 uncharacterized_protein

CPUR_03963.1 2175,115006 649,3233439 -1,744082701 0,036308726 uncharacterized_protein

CPUR_02900.1 6016,658152 1805,698008 -1,736405759 0,035163058 uncharacterized_protein

CPUR_02238.1 4199,921085 1296,333516 -1,695925283 0,030039264 uncharacterized_protein

CPUR_03030.1 1062,797166 331,8189905 -1,679397925 0,03616125 uncharacterized_protein

CPUR_04275.1 4750,175851 12214,17444 1,362503527 0,002788969 related_to_mismatched base pair_and_cruciform_dna_recognition_protein
CPUR_07723.1 793,6734243 2298,638152 1,534161973 0,021001114 uncharacterized_protein

CPUR_08396.1 621,3450706 1854,745103 1,577754319 0,038012014 uncharacterized_protein

CPUR_02728.1 431,1408924 1330,62047 1,625867824 0,031759342 uncharacterized_protein

CPUR_06303.1 1705,286914 5360,809064 1,652436259 0,005892103 uncharacterized_protein

CPUR_05385.1 452,46981 1448,139164 1,67830681 0,018435638 probable_maleylacetoacetate_isomerase
CPUR_07445.1 3609,854588 11757,65345 1,703587532 0,040247427 uncharacterized_protein

CPUR_07530.1 2074,623147 6935,079566 1,741063138 0,047048504 related_to_cell_wall_glycoprotein
CPUR_00738.1 332,7166616 1152,982273 1,793004313 0,043153989 related_to_acetylhydrolase

CPUR_08309.1 2742,591218 9541,72775 1,798710918 0,045688748 related_to_Ras-GTPase-activating_protein_binding_protein_2
CPUR_05139.1 363,9652252 1295,102132 1,831193353 0,048360403 probable_isovaleryl-CoA_dehydrogenase
CPUR_04095.1 949,5220914 3393,045093 1,837307132 0,037115378 uncharacterized_protein

CPUR_02017.1 2227,321766 8110,986115 1,864567335 0,020968482 related_to_cornifin_B

CPUR_02251.1 1619,567919 5958,064019 1,879234654 0,035849787 uncharacterized_protein

CPUR_00232.1 1112,475264 4101,635544 1,882426047 0,011280727 uncharacterized_protein

CPUR_06020.1 670,0639991 2498,223121 1,898531531 0,032844498 related_to_chitinase

CPUR_05430.1 993,2026791 3716,220904 1,903676205 0,039777268 uncharacterized_protein

CPUR_03406.1 843,8387367 3181,312098 1,914582691 0,036964994 uncharacterized_protein

CPUR_05375.1 470,641746 1800,866544 1,935990073 0,032251525 uncharacterized_protein

CPUR_00092.1 23171,93061 90011,22814 1,957726727 0,017427783 uncharacterized_protein

CPUR_02758.1 462,6559457 1816,173905 1,972890715 0,020002402 Arginine_permease,_putative

CPUR_00433.1 452,99141 1778,688721 1,973258456 0,008064224 uncharacterized_protein

CPUR_05744.1 2416,445836 9536,625776 1,980592249 0,031218053 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_01940.1 512,568459 2040,40147 1,993036435 0,017178275 uncharacterized_protein

CPUR_04489.1 433,0519087 1752,720321 2,016983934 0,025252443 related_to_triacylglycerol_lipase
CPUR_00037.1 1464,290921 6031,423481 2,042296321 0,003165041 uncharacterized_protein

CPUR_05500.1 553,56271111 2286,002095 2,04610084 0,005576692 uncharacterized_protein

CPUR_00605.1 2254,028484 9376,358365 2,056521964 0,00156176 uncharacterized_protein

CPUR_03082.1 594,4880038 2474,443631 2,057384574 0,011296764 related_to_aerobactin_siderophore_biosynthesis_protein_iucB
CPUR_03151.1 232,326758 982,8998311 2,080889072 0,028168512 uncharacterized_protein

CPUR_06023.1 904,490848 3854,616139 2,091409386 0,02120618 related_to_kynureninase

CPUR_08544.1 228,0104006 972,300799 2,092303073 0,036924136 related_to_monocarboxylate_transporter_2
CPUR_08318.1 700,5016788 3001,064572 2,099013948 0,04487589 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_01312.1 1790,923625 7811,966591 2,124981966 0,016407086 related_to ACB_4-hydroxyacetophenone_monooxygenase
CPUR_03772.1 133,2465797 596,3011259 2,16194256 0,019964402 uncharacterized_protein
CPUR_00576.1 568,8450047 2559,238706 2,169607203 0,011940501 related_to_nucleolar_100K_polymyositis-scleroderma_protein
CPUR_07960.1 1599,159163 7210,961332 2,17287807 0,034749853 Oleate-induced_peroxisomal_protein_
CPUR_04723.1 418,0255396 1885,220906 2,173070593 0,031087192 uncharacterized_protein

CPUR_08904 1535,666805 6935,100799 2,175051624 0,000481127 Tryptophan_dimethylallyltransferase_2_dmawWw?2
CPUR_06335.1 468,1384714 2134,680001 2,189012584 0,045923708 uncharacterized_protein
CPUR_05021.1 618,7438273 2835,73499 2,196308581 0,035163058 uncharacterized_protein
CPUR_06019.1 349,3146586 1602,033946 2,197305628 0,025733993 uncharacterized_protein
CPUR_00310.1 270,7662045 1245,436823 2,201532254 0,002543805 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_05559.1 388,3713979 1791,547937 2,205697786 0,022857125 related_to_ MEAB_protein
CPUR_08198.1 835,9507992 3879,115025 2,214237617 0,030068433 Putative_lysosomal_cobalamin_transporter
CPUR_08584.1 171,0983196 803,1228941 2,230795176 0,03454179 uncharacterized_protein
CPUR_04073.1 1684,848395 7927,973494 2,234333358 0,024637419 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_1_
CPUR_01072.1 246,9863928 1165,055046 2,237894653 0,009370612 related_to_CAX4_protein
CPUR_01600.1 778,5239458 3754,783648 2,269916462 0,026548801 related_to_hypothetical_protein_ygey
CPUR_01188.1 134,1257752 649,3512466 2,275412561 0,028805746 uncharacterized_protein
CPUR_06408.1 763,0124613 3722,846505 2,28662761 0,007213594 Ribitol_kinase_
CPUR_02483.1 2136,081308 10607,45459 2,312040035 0,036535052 related_to_cell_wall_protein_cwll
CPUR_08142.1 230,5683316 1149,64312 2,317919802 0,034018828 related_to_dimethylglycine_dehydrogenase, mitochondrial_precursor
CPUR_04061.1 149,439117 746,3791522 2,320350854 0,04487589 uncharacterized_protein
CPUR_02794.1 2826,799681 14126,52693 2,321165259 0,030221373 related_to tRNA-splicing_endonuclease_beta_chain
CPUR_03869.1 1311,972621 6572,460744 2,324696007 0,03037346 Protein_yop-1_
CPUR_00353.1 827,0106287 4203,849664 2,345733301 0,025252443 Stomatin-like_protein_
CPUR_00356.1 362,543876 1856,487662 2,356348218 0,01915259 uncharacterized_protein
CPUR_07395.1 276,1735908 1422,760824 2,365045882 0,017806359 uncharacterized_protein
CPUR_01284.1 325,3663259 1678,769421 2,367267239 0,038876588 related_to_reticuline_oxidase_(berberine_bridge_enzyme)
CPUR_03699.1 535,4348662 2778,348202 2,375444427 0,021908531 Phophoketolase_
CPUR_00948.1 282,7517678 1475,066183 2,383171737 0,00538023 related_to_2,5-diketo-D-gluconic_acid_reductase
CPUR_07543.1 1988,769592 10494,09362 2,399629518 0,032893868 uncharacterized_protein
CPUR_05176.1 1327,393141 7131,767003 2,425663846 0,00128599 Sphingolipid_long_chain_base-responsive_protein_PIL1_
CPUR_01222.1 803,1032619 4333,793656 2,43197306 0,005911532 uncharacterized_protein
CPUR_02417.1 214,086475 1155,357138 2,432073318 0,047351181 uncharacterized_protein
CPUR_00657.1 220,154396 1190,505507 2,434986736 0,048737774 uncharacterized_protein
CPUR_07349.1 213,0136178 1154,863751 2,438705086 0,025705214 uncharacterized_protein
CPUR_00256.1 529,1185918 2877,25533 2,443030236 0,044983858 Very-long-chain_3-oxoacyl-CoA_reductase
CPUR_00183.1 281,5604943 1536,778899 2,448392786 0,022445896 related_to_trichodiene_oxygenase_cytochrome_P450
CPUR_01458.1 1247,776311 6831,315075 2,452804009 0,02058382 related_to_members_of the aldo/keto_reductase family
CPUR_05575.1 194,9578576 1071,282303 2,4581045 0,02598606 related_to_senescence_marker_protein_30
CPUR_07393.1 284,5534713 1566,619578 2,460883208 0,005274107 related_to_fluG_protein
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CPUR_04062.1 117,6302634 654,3410767 2,475783561 0,011595258 uncharacterized_protein
CPUR_04086.1 1350,302825 7578,149628 2,488562636 0,000636094 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR _01235.1 412,3129029 2326,223689 2,496178318 0,024936092 probable_homocitrate_synthase, mitochondrial_precursor
CPUR_05945.1 108,004453 611,781227 2,501925041 0,047351181 Putative_acyl-CoA_dehydrogenase_
CPUR_05997.1 106,5945185 605,2162231 2,505317408 0,013919804 Phosphate_transport_protein_MIR1_
CPUR_02085.1 247,7517238 1435,383071 2,53446881 0,008755877 uncharacterized_protein
CPUR_04085.1 1835,586034 10654,11357 2,537097925 0,000551267 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_3
CPUR_04698.1 127,9188844 743,3355929 2,538784428 0,018747607 related_to_general _repressor_of transcription
CPUR_02097.1 856,0269945 5041,56973 2,5581448 0,010703757 related_to_glutamate_carboxypeptidase_II
CPUR_07545.1 157,6094754 929,5823013 2,56022833 0,002477282 uncharacterized_protein
CPUR_03481.1 1251,452334 7385,40559 2,561073811 0,015134884 uncharacterized_protein
CPUR_02361.1 314,7679383 1865,016411 2,566827823 0,007704561 uncharacterized_protein
CPUR_01708.1 18113,47123 107814,002 2,573409602 0,000111628 Cell_surface_protein,_putative_
CPUR_07155.1 6973,986568 41521,76905 2,573812421 0,028935892 related_to_LAP3_- member_of_the_GAL_regulon
CPUR_08003.1 145,4211822 868,524721 2,578329484 0,040294811 uncharacterized_protein
CPUR_07828.1 429,2525996 2583,394367 2,589369118 0,012373543 related_to Beta-mannosidase_precursor
CPUR_03118.1 183,3139586 1112,984684 2,602045189 0,011766961 MFS_quinate_transporter_
CPUR_06505.1 136,6244627 841,7673413 2,623205715 0,042452987 uncharacterized_protein
CPUR_07223.1 2490,541697 15374,32227 2,625991344 9,57E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07144.1 798,4976559 4952,500838 2,632797142 0,005562828 related_to_neutral_ceramidase
CPUR_07561.1 582,4887852 3614,36404 2,633439644 0,007816056 uncharacterized_protein
CPUR_07394.1 1687,080663 10546,21776 2,644124831 0,011766961 Peroxidase/catalase_
CPUR_03900.1 796,5433273 5018,406511 2,655404596 0,007093858 related_to PEST phosphatase_interacting_protein
CPUR_06889.1 243,2987077 1556,79321 2,677776761 0,001119027 uncharacterized_protein
CPUR_06132.1 838,4700049 5391,976955 2,684983251 0,001219913 related_to_beta-1,3-glucanase
CPUR_04074.1 1775,560143 11440,31191 2,687780252 0,004523795 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_1_
CPUR_03744.1 630,4674527 4070,191506 2,690602877 0,005759018 Phosphatidylserine_synthase
CPUR_03516.1 237,3697213 1535,591451 2,693586611 0,020291436 Neutral_ceramidase_
CPUR_03771.1 2737,332435 17822,00773 2,702817314 7,42E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04235.1 451,9185882 2954,300209 2,708681633 0,005381062 Putative_fructose-1,6-bisphosphatase
CPUR_02588.1 154,2839375 1012,269922 2,71393426 0,003874718 related_to_lincomycin-condensing_protein_ImbA
CPUR_00640.1 2741,215705 18046,2628 2,718812337 0,000494841 related_to_phosphatidylserine_decarboxylase 2
CPUR_00757.1 209,8953968 1410,441499 2,748404396 0,002712844 related_to_laccase_precursor
CPUR_01654.1 107,892829 726,56802 2,751498886 0,034476843 GPR/FUN34_family_protein_
CPUR_07529.1 117,2179762 795,0607563 2,761871277 0,010330917 related_to_tetracycline_resistance_protein_from_transposon_Tn4351/Tn4400
CPUR_06547.1 93,50195982 639,3067618 2,773439843 0,029273999 related_to_G_protein_coupled_receptor_like_protein
CPUR_02072.1 453,5563225 3101,437236 2,773583309 0,000552429 uncharacterized_protein
CPUR_03642.1 240,7886055 1654,854394 2,780865256 0,019945835 uncharacterized_protein
CPUR_03480.1 835,3083303 5745,006443 2,78192778 0,004481418 uncharacterized_protein
CPUR_02071.1 234,6159234 1642,895456 2,807867841 0,004252905 uncharacterized_protein
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CPUR_02585.1 414,8981797 2913,566908 2,811957209 0,000695034 uncharacterized_protein

CPUR_04688.1 226,3909086 1596,252004 2,817800502 0,009842937 uncharacterized_protein

CPUR_05111.1 155,3590353 1098,430259 2,821765221 0,000593988 uncharacterized_protein

CPUR_06137.1 922,5353348 6593,740261 2,837420983 7,68E-05 uncharacterized_protein

CPUR_08219.1 768,531401 5516,385777 2,84354724 0,021908531 Auxin_Efflux_Carrier_superfamily_protein_
CPUR_00903.1 1515,337705 10887,37934 2,84494548 0,002160408 related_to_linoleate_diol_synthase
CPUR_04307.1 358,847052 2585,138053 2,848800353 0,028415544 uncharacterized_protein

CPUR_04754.1 571,8197393 4139,450957 2,855807098 0,011766961 Nitrate_reductase_

CPUR_04026.1 241,4491754 1756,27897 2,862730581 0,005562828 probable_carboxypeptidase
CPUR_07107.1 307,8116476 2246,825616 2,867768427 0,013415213 probable_farnesyltranstransferase_(al-3)
CPUR_07410.1 1442,280915 10551,70504 2,871052049 0,000215213 uncharacterized_protein

CPUR_04225.1 170,1166388 1246,673281 2,873487263 0,000749522 related_to_benzoate_4-monooxygenase_cytochrome_P450
CPUR_05848.1 220,1020155 1630,590505 2,889150258 0,044918287 uncharacterized_protein

CPUR_05113.1 1492,805817 11164,39654 2,902806855 0,001471417 uncharacterized_protein

CPUR_05576.1 6188,518629 46345,90479 2,904775853 6,89E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04609.1 732,2899788 5513,721864 2,912539535 0,000981389 uncharacterized_protein

CPUR_01075.1 261,7280299 1998,396167 2,932702271 0,03073147 related_to_acid_phosphatase
CPUR_03717.1 92,85280459 714,364502 2,943643 0,020082157 uncharacterized_protein

CPUR_01864.1 380,4129082 2927,949157 2,944252396 0,006869173 related_to_acetylxylan_esterase_precursor
CPUR_04067.1 510,085632 3971,028587 2,960701378 0,000224241 L-amino-acid_oxidase

CPUR_05178.1 1903,736307 14952,17691 2,973449979 0,007277792 Hexokinase_

CPUR_02331.1 277,5243171 2201,433278 2,987757026 0,001144814 uncharacterized_protein

CPUR_02889.1 1398,814366 11185,05465 2,999295882 0,000234478 ThiJ/Pfpl_family_protein_
CPUR_04499.1 2335,890814 18710,16011 3,001777159 0,000184866 uncharacterized_protein

CPUR_06642.1 520,490464 4195,210995 3,010799735 0,004523795 Xanthine_dehydrogenase_
CPUR_03508.1 599,2735808 4869,511736 3,022490442 0,00010038 uncharacterized_protein

CPUR_05374.1 743,1299275 6054,084012 3,026222319 8,23E-05 probable_glucan_1,4-alpha-glucosidase
CPUR_06259.1 146,7103892 1197,488958 3,028969409 0,008992919 probable_glutaminase_A

CPUR_06568.1 63,05745249 516,0743328 3,032840088 0,024637419 mating_type_protein

CPUR_03809.1 143,2436409 1175,285205 3,036467897 0,008342228 uncharacterized_protein

CPUR_04154.1 315,4967846 2619,913603 3,053822029 0,016418712 uncharacterized_protein

CPUR_03624.1 197,4064404 1650,814447 3,063937005 0,009246714 uncharacterized_protein

CPUR_08326.1 224,8306602 1893,073382 3,073819641 0,003577092 uncharacterized_protein

CPUR_08474.1 126,0761797 1070,291271 3,085635837 0,002225483 uncharacterized_protein

CPUR_01828.1 4993,353231 42444,06961 3,087482119 0,001000601 probable_brefeldin_A _resistance_protein
CPUR_01299.1 460,0774965 3920,905624 3,091238119 9,95E-05 related_to_nitrate_assimilation_regulatory _protein_nirA
CPUR_00577.1 1690,510927 14455,26255 3,096063567 0,000511246 Trehalose-6-phosphate_synthase_1_
CPUR_03034.1 131,989235 1135,871193 3,10530707 0,021908531 uncharacterized_protein

CPUR_08040.1 1077,197351 9401,476592 3,125604777 0,000124537 Meiotically_up-regulated_protein_
CPUR_01438.1 737,0482453 6473,590819 3,134735216 0,006825267 probable_aspartic_proteinase_precursor
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CPUR_00022.1 260,4274436 2324,238241 3,157804565 0,002468416 uncharacterized_protein

CPUR_01995.1 197,7526566 1806,155913 3,191153455 0,002759669 related_to_gluconate_5-dehydrogenase
CPUR_01281.1 530,1458608 4857,795686 3,19584056 0,001402907 uncharacterized_protein

CPUR_04410.1 251,3095779 2326,375322 3,210546309 0,000111628 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_03432.1 275,3900528 2612,407735 3,24583173 0,000139982 NADH-cytochrome_B5_reductase,_putative_
CPUR_04524.1 37,41445333 359,6339184 3,264861492 0,006461605 uncharacterized_protein

CPUR_04624.1 139,3987788 1342,206589 3,267316917 0,006090032 Amino-acid_permease_indal_
CPUR_03524.1 89,43160917 890,6016746 3,315923584 0,004983307 uncharacterized_protein

CPUR_01181.1 4155,521002 42944,15195 3,369360409 0,000123744 related_to NAD(P)H-dependent_oxidoreductase
CPUR_05321.1 839,7023502 8756,070028 3,382333562 8,43E-05 Aspartate-tRNA_ligase_

CPUR_02897.1 377,9688771 3985,666658 3,398481706 0,000236862 uncharacterized_protein

CPUR_04719.1 310,9275927 3292,250286 3,404423461 0,001255529 Urea_active_transporter_

CPUR_02643.1 796,1219718 8458,635542 3,409363577 2,81E-05 Deacetylase_complex_subunit_Sds3,_putative_
CPUR_01210.1 2249,340699 23986,58408 3,414653617 0,000243922 related_to_dnasel_protein

CPUR_05082.1 517,1148568 5537,252516 3,420613655 4,51E-06 uncharacterized_protein

CPUR_05401.1 36,00224297 388,0180496 3,429965069 0,00128599 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_00722.1 105,1481347 1138,221286 3,436285903 0,000755405 related_to_dehydrogenase

CPUR_01290.1 65,37848018 718,1051914 3,457307447 0,010014277 related_to_SUC2_-_invertase_(sucrose_hydrolyzing_enzyme)
CPUR_04523.1 53,98741564 607,095164 3,491227619 0,001260603 related_to_alpha-amylase_A_precursor
CPUR_06691.1 425,7516424 4820,581294 3,501123125 0,000638552 uncharacterized_protein

CPUR_07528.1 2505,693063 28907,52953 3,528163713 7,68E-05 L-xylulose_reductase_

CPUR_02967.1 59,21486631 688,4592364 3,563933991 0,005565811 uncharacterized_protein

CPUR_08549.1 1636,131813 19200,79181 3,552804919 4,17E-06 uncharacterized_protein

CPUR_04687.1 54,79829954 645,7446845 3,558760832 0,005133589 uncharacterized_protein

CPUR _06946.1 78,99491485 943,01664 3,5677451538 0,030819431 uncharacterized_protein

CPUR_06257.1 68,53090999 821,2458323 3,582987395 0,000350455 uncharacterized_protein

CPUR_05421.1 107,7971715 1292,669771 3,583962539 0,00020787 uncharacterized_protein

CPUR_00209.1 639,4281767 7787,668097 3,606337175 1,79E-06 uncharacterized_protein

CPUR_00593.1 69,78821931 868,4193419 3,637336433 0,00165227 Cytochrome_P450_family protein_
CPUR_08532.1 84,00142869 1059,25378 3,656490602 0,001609794 uncharacterized_protein

CPUR_02332.1 101,0868875 1302,279743 3,687371612 0,000494841 uncharacterized_protein

CPUR_07974.1 361,7944761 4749,571956 3,714555214 0,000174504 uncharacterized_protein

CPUR_02019.1 364,5710681 4798,633363 3,718351608 0,003033821 uncharacterized_protein

CPUR_02469.1 149,3685295 1985,056779 3,732232151 0,000921501 uncharacterized_protein

CPUR_05431.1 303,9029902 4042,091163 3,733419084 9,11E-05 related_to_phenol_2-monooxygenase
CPUR_05402.1 32,33048897 435,0202283 3,750115255 0,0049947 uncharacterized_protein

CPUR_07465.1 1067,673955 14419,2357 3,755451645 3,19E-06 uncharacterized_protein

CPUR_04969.1 392,6626854 5370,370245 3,773659143 0,000149464 uncharacterized_protein

CPUR_04610.1 375,4519119 5246,15192 3,804559543 2,94E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04525.1 21,91886464 306,7492099 3,806814652 0,026962003 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_05420.1 265,354231 3752,963613 3,822038845 2,24E-05 uncharacterized_protein

CPUR_06870.1 395,669353 5644,773981 3,834548587 7,46E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04413.1 277,1872045 3988,304453 3,846842978 6,82E-06 related_to_disl-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_08232.1 1113,764294 16536,34208 3,892124286 0,000212794 uncharacterized_protein

CPUR_07426.1 18,06717495 268,9363018 3,895821664 0,016323989 uncharacterized_protein

CPUR_05433.1 138,4876856 2064,777785 3,898156922 2,60E-05 uncharacterized_protein

CPUR_02316.1 505,1019476 7705,373996 3,931218473 0,000243922 Sorbitol_dehydrogenase

CPUR_02003.1 108,9087186 1694,075091 3,959306467 0,000212794 uncharacterized_protein

CPUR_04250.1 40,96547979 656,0937821 4,001421431 1,77E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04000.1 193,4841632 3108,713776 4,006030401 7,81E-07 uncharacterized_protein

CPUR_04007.1 184,0952208 2975,161843 4,014444071 5,26E-05 Mitochondrial_dicarboxylate_transporter_
CPUR_03109.1 446,2446768 7270,416682 4,026131186 7,09E-06 uncharacterized_protein

CPUR_00925.1 222,2249004 3709,814799 4,061254781 2,95E-05 Acyl-CoA_dehydrogenase_

CPUR_00619.1 148,4801951 2491,495241 4,068669403 3,67E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04713.1 40,41880974 680,8397845 4,0742166 0,007182115 uncharacterized_protein

CPUR_03777.1 265,6115819 4479,463113 4,075935867 0,001529914 related_to_oxalate_decarboxylase
CPUR_00460.1 42,04057754 715,40063 4,088896995 0,000171803 probable_D-amino-acid_oxidase
CPUR_08788.1 50,86005582 867,0571809 4,091522189 0,019749663 uncharacterized_protein

CPUR_03919.1 616,6801505 10577,39385 4,100317987 2,68E-05 related_to_suppressor_protein_PSP1
CPUR_02655.1 253,8766124 4374,346357 4,106868054 5,24E-06 uncharacterized_protein

CPUR_00091.1 370,5957827 6387,316366 4,10729154 1,11E-05 Calcium-transporting ATPase_3_
CPUR_04574.1 4489,158178 77957,17874 4,118165044 1,87E-07 Protein_bli-3_

CPUR_07050.1 130,6111982 2274,361016 4,122110776 2,31E-05 MFS_multidrug_transporter, _putative_
CPUR_07178.1 37,75611769 678,2772421 4,167092757 9,01E-05 uncharacterized_protein

CPUR_05776.1 4543,140795 82502,19935 4,182670658 2,93E-05 uncharacterized_protein

CPUR_05947.1 26,80009919 515,633338 4,266035298 0,007941546 Aquaglyceroporin_

CPUR_03009.1 67,99561933 1323,272937 4,282525048 0,002427161 uncharacterized_protein

CPUR_05432.1 47,23157883 919,5654374 4,283128575 0,000996875 o-methyltransferase_that_catalyse_the_methylation_of nor-rubrofusarin_resulting_in_formation_of rubrofusarin
CPUR_03040.1 157,5980607 3124,141735 4,30913822 3,89E-05 related to TRI13 - cytochrome_P450
CPUR_01422.1 136,950196 2803,043472 4,355270883 0,000872564 uncharacterized_protein

CPUR_06379.1 109,8608129 2263,926832 4,365078555 3,16E-05 uncharacterized_protein

CPUR_04753.1 249,018172 5194,915007 4,382777214 1,10E-05 uncharacterized_protein

CPUR_00613.1 29,11429924 640,4682798 4,459327321 0,000209465 uncharacterized_protein

CPUR_05990.1 30,48550846 688,8692281 4,49803462 0,001396116 uncharacterized_protein

CPUR_04053.1 58,48370881 1383,180273 4,563810584 9,01E-05 related_to_triacylglycerol_lipase_Il_precursor
CPUR_01124.1 116,4093682 2875,419511 4,626493384 7,22E-06 uncharacterized_protein

CPUR_06360.1 216,4849179 5421,099366 4,646247027 8,85E-07 probable DNA-directed RNA_polymerase_I,_Il, 1l1l_18kD_subunit
CPUR_05112.1 202,6976864 5084,69991 4,648761105 4,19E-07 uncharacterized_protein

CPUR_05989.1 17,42712323 441,1696036 4,661927051 0,000644912 uncharacterized_protein

CPUR_01071.1 8762,453566 239686,9881 4,773672887 8,66E-10 Glucose_repressible_protein_Grgl
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorki mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_04079.1 287,4576184 7985,252931 4,795916934 1,28E-08 Chanoclavine-1_synthase_oxidoreductase
CPUR_08148.1 231,2174868 6465,813909 4,805509569 3,29E-08 probable_endopeptidase_K
CPUR_02337.1 278,3033034 8165,546366 4,874819483 4,01E-08 uncharacterized_protein
CPUR_08633.1 909,886961 26858,5942 4,88355266 1,27E-10 uncharacterized_protein
CPUR_02587.1 72,23452628 2188,001476 4,920781327 9,49E-06 related_to_salicylate_1-monooxygenase
CPUR_00649.1 189,1085622 6530,026879 5,10980234 1,77E-07 uncharacterized_protein
CPUR_04063.1 333,1835699 11639,12396 5,126521405 1,97E-07 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_04083.1 198,9348266 7161,531334 5,169900339 4,41E-09 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_2_
CPUR_08625.1 95,20117813 3461,058753 5,184090195 3,56E-08 related to PRY1 - strong_similarity to the plant PR-1 class_of pathogen_related_proteins
CPUR_02834.1 92,4336897 3466,14557 5,228769663 1,92E-08 uncharacterized_protein
CPUR_01541.1 21,44736923 833,8906269 5,280985572 8,81E-07 related_to_endo-1,6-alpha-D-mannanase
CPUR_04078.1 331,5094569 13512,43785 5,349094146 4,82E-10 Dimethylallyltryptophan_N-methyltransferase
CPUR_05437.1 314,7633159 13343,18378 5,405691724 4,09E-07 polyketide_synthase_that catalyse the condensation_of one_acetyl-CoA and_six_malonyl-CoA
CPUR_05424.1 147,7012088 6308,025144 5,416434873 6,01E-09 uncharacterized_protein
CPUR_08449.1 50,26328111 2349,515711 5,546714753 3,07E-08 related_to_extracellular_metalloproteinase
CPUR_05418.1 37,55338789 1766,511414 5,555816194 5,29E-07 related_to_peroxisomal_short-chain_alcohol_dehydrogenase
CPUR_00620.1 789,179301 37160,72218 5,557281612 1,10E-09 uncharacterized_protein
CPUR_00005.1 13,09938637 629,5181304 5,586676793 0,000243922 related_to PRY1_- strong_similarity to_the plant_PR-1_class_of pathogen_related_proteins
CPUR_08853.1 3216,169115 160041,7557 5,636961281 8,00E-11 uncharacterized_protein
CPUR_04892.1 68,42156185 3514,99625 5,682928303 1,14E-08 uncharacterized_protein
CPUR_07663.1 60,93456754 3149,811159 5,691860641 4,70E-07 uncharacterized_protein
CPUR_05423.1 61,4903411 3391,002994 5,785208438 7,03E-08 related_to_maackiain_detoxification_protein_1
CPUR_02582.1 100,3261083 5646,196739 5,814510401 1,94E-07 probable_beta-glucosidase_precursor
CPUR _03774.1 278,8727676 15973,3878 5,839919457 5,82E-11 related_to_short-chain_alcohol_dehydrogenase
CPUR_08580.1 256,7055849 15700,01574 5,934507512 1,07E-09 uncharacterized_protein
CPUR_02833.1 425,4327368 26168,66151 5,942765272 1,06E-10 uncharacterized_protein
CPUR_01220.1 107,2436738 6712,861468 5,967963418 7,27E-10 related_to_cytochrome_b-large_subunit
CPUR_04021.1 151,2431317 9489,949787 5,971458921 4,62E-10 related_to_benzoate_4-monooxygenase_cytochrome_P450
CPUR_06790.1 36,94750967 2870,137783 6,279499059 7,65E-11 probable_disl-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_05436.1 101,8544944 8200,889459 6,331198844 1,24E-10 uncharacterized_protein
CPUR_08634.1 589,312969 48150,19511 6,352363818 1,57E-11 Catalase
CPUR_05442.1 10,23168863 843,1303165 6,364639464 1,61E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03482.1 34,42830394 2846,22357 6,369310069 1,58E-08 uncharacterized_protein
CPUR_05711.1 42,13168333 3607,680692 6,420022286 6,48E-09 related_to_diaminopropionate_ammonia-lyase
CPUR_08903 47,01519376 4089,564776 6,442676441 3,84E-10 Tryptophan_dimethylallyltransferase_2_dmawWw?2
CPUR_08329.1 141,4555926 12352,46812 6,448306305 1,42E-10 uncharacterized_protein
CPUR_05710.1 178,3712047 16220,41569 6,50678425 8,98E-10 related_to E,coli_dioxygenase
CPUR_05708.1 220,5666833 22426,97016 6,667876031 4,96E-10 related_to_naringenin,2-oxoglutarate_3-dioxygenase
CPUR _05417.1 106,4464451 10827,99054 6,668493951 1,52E-10 uncharacterized_protein
CPUR_05569.1 8,562092061 907,4816727 6,727761349 3,07E-07 uncharacterized_protein
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni

CPUR_08327.1 32,02982574 3754,309113 6,872987681 8,03E-10 uncharacterized_protein

CPUR_08867.1 1,284655191 157,3080299 6,936067322 0,039624817 uncharacterized_protein

CPUR_07657.1 21,53847502 2686,725504 6,962789016 1,80E-09 uncharacterized_protein

CPUR_04075.1 413,6932156 52065,72693 6,9756289 9,40E-13 Putative_oxygenase_

CPUR _05422.1 72,82447335 9441,232451 7,018408027 1,86E-12 probable_aflatoxin_efflux_pump_ AFLT
CPUR_05425.1 16,48640828 2171,226889 7,041089554 6,18E-11 uncharacterized_protein

CPUR_05419.1 125,1604994 16560,08111 7,047786608 7,16E-12 uncharacterized_protein

CPUR_04076.1 195,5819428 27521,03371 7,13661767 4,21E-12 Tryptophan_dimethylallyltransferase_dmaw1
CPUR_07553.1 16,61396345 2646,25764 7,315413433 4,85E-11 uncharacterized_protein

CPUR_04032.1 214,3415854 34763,52129 7,341518633 4,40E-14 Fatty acid_hydroxylase
CPUR_04080.1 40,67619595 6776,79469 7,38027449 9,17E-13 Chanoclavine-l_dehydrogenase_
CPUR_05550.1 703,9844289 120659,9355 7,421187482 5,38E-14 uncharacterized_protein

CPUR_05426.1 101,9387726 17650,99927 7,435903163 7,58E-14 uncharacterized_protein

CPUR_05549.1 803,9119406 160579,9902 7,642038936 9,34E-15 uncharacterized_protein

CPUR_01221.1 314,8704588 63360,61534 7,652684126 8,24E-17 uncharacterized_protein

CPUR_03018.1 17,80978873 3989,802652 7,807503175 2,84E-11 uncharacterized_protein

CPUR_02338.1 131,5222914 29937,34391 7,83049508 1,05E-14 uncharacterized_protein

CPUR_04077.1 113,4414611 28261,3797 7,960740069 1,17E-16 Agroclavine_dehydrogenase_easG
CPUR_05435.1 38,79249018 10164,92264 8,033606131 2,52E-14 uncharacterized_protein

CPUR_05434.1 6,808217336 2282,447956 8,389089157 1,05E-12 uncharacterized_protein

CPUR_08721.1 0,428218397 153,009411 8,481057897 0,012394412 uncharacterized_protein

CPUR_05427.1 45,34559718 17041,14988 8,553844492 1,05E-14 uncharacterized_protein

CPUR_05429.1 145,9700928 58152,92226 8,638035069 3,89E-16 probable_tetrahydroxynaphthalene_reductase
CPUR_06046.1 3,810688557 1561,218315 8,678404874 2,54E-10 uncharacterized_protein

CPUR_04082.1 31,72233488 13172,88132 8,697856264 8,24E-17 Elymoclavine_monooxygenase
CPUR_05428.1 42,00412816 18055,65775 8,747704139 1,20E-15 probable_scytalone_dehydratase
CPUR_03367.1 1,241378176 589,2908995 8,890893489 2,20E-09 uncharacterized_protein

CPUR_04084.1 34,38275105 16855,1543 8,937289136 2,54E-16 Chanoclavine-1_aldehyde oxidoreductase
CPUR_04081.1 147,8652133 72882,11122 8,945138256 1,58E-18 Catalase_

CPUR_08821.1 0,856436794 739,4018704 9,7537962 6,18E-08 related_to_phosphatase_2a_inhibitor
CPUR_07662.1 20,16271404 18934,80086 9,875134684 5,07E-19 uncharacterized_protein

CPUR_07656.1 13,91254614 18497,52809 10,3767303 2,32E-20 uncharacterized_protein

CPUR_05444.1 0,214109198 307,8811341 10,48981097 3,35E-05 uncharacterized_protein

CPUR_05449.1 1,284655191 2300,728101 10,8064936 9,94E-13 uncharacterized_protein

CPUR_05446.1 0,214109198 460,4608241 11,07051592 5,75E-07 related_to_stress_response_protein_rdslp
CPUR_05817.1 0,214109198 680,0924859 11,63316846 4,71E-09 uncharacterized_protein

CPUR_07984.1 0,642327595 2934,624081 12,15757881 3,94E-18 uncharacterized_protein

CPUR_03366.1 0,642327595 3778,612148 12,52225954 1,15E-18 related_to_putidaredoxin_reductase
CPUR_03362.1 0 81,23868224 Inf 0,01670349 uncharacterized_protein

CPUR_06823.1 0 168,362431 Inf 2,83E-05 RCA-1_regulator_of conidiation
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Tab 15: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkti mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.

baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati.. Log,FoldChange = logaritmus zmé&ny exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody (Pokracovant).

Identifika¢ni ¢islo  baseMeanMycelium_404  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni
CPUR_08753.1 0 223,3537493 Inf 0,000129715 uncharacterized_protein
CPUR_08841.1 0 148,2929087 Inf 0,000292248 uncharacterized_protein
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9.2 Priloha 2 - Tabulka s DEGs mezi vzorky mycelia a sklerocia kmene Gal404 pri padj < 0,05, vysledek programu edgeR.

Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genu (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 prumérnych normalizovanych hodnot poctl readt vSech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million").

Identifikacni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace genti
CPUR_02481.1 -7,863009725 8,586401873 7,76E-07 uncharacterized_protein
CPUR_02520.1 -7,539352721 7,361579218 2,22E-18 related_to_copper_transport_protein
CPUR_05920.1 -7,34261105 12,67490724 4,52E-09 uncharacterized_protein
CPUR_07368.1 -7,130322738 6,119139876 1,07E-06 uncharacterized_protein
CPUR_05066.1 -7,103341813 9,566106037 1,70E-08 uncharacterized_protein
CPUR_03424.1 -7,015647454 4,402290546 1,58E-08 uncharacterized_protein
CPUR_05851.1 -6,992835602 8,423059558 7,97E-16 related_to_copper_transport_protein
CPUR_05807.1 -6,718982218 8,644046847 1,54E-06 uncharacterized_protein
CPUR_06786.1 -6,697831921 4,719155712 451E-07 uncharacterized_protein
CPUR_04139.1 -6,514617224 7,409648551 1,16E-15 probable_cutinase_1_precursor
CPUR_05808.1 -6,45965927 2,924021182 0,005302172 uncharacterized_protein
CPUR_07506.1 -6,234838969 5,386686232 2,59E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07808.1 -6,02060856 8,670519358 2,64E-12 Protein_tyrosine_phosphatase
CPUR_00041.1 -6,011071292 8,209193198 1,60E-10 uncharacterized_protein
CPUR_04059.1 -6,006442177 9,023297895 3,20E-06 uncharacterized_protein
CPUR_00109.1 -5,933715413 7,647926128 6,94E-14 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_06785.1 -5,9059685 8,320698919 3,41E-13 uncharacterized_protein
CPUR_05852.1 -5,905107864 7,009106822 1,00E-15 related_to_ferric_reductase_FRE2_precursor
CPUR_06798.1 -5,807111428 6,623370527 1,34E-05 uncharacterized_protein
CPUR_01530.1 -5,62072398 9,013777035 6,08E-11 uncharacterized_protein
CPUR_06159.1 -5,501616976 0,504994594 0,036595455 uncharacterized_protein
CPUR_01092.1 -5,46696194 8,475536913 4,38E-11 uncharacterized_protein
CPUR_03220.1 -5,409524747 7,348132729 4,51E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04398.1 -5,355389934 4,576254237 0,000145196 uncharacterized_protein
CPUR_04150.1 -5,305950894 8,682746157 1,37E-06 uncharacterized_protein
CPUR_08094.1 -5,292503655 6,655417294 2,23E-05 uncharacterized_protein
CPUR_02853.1 -5,263621048 9,863925627 5,61E-07 uncharacterized_protein
CPUR_07353.1 -5,183508048 9,418607104 6,72E-09 uncharacterized_protein
CPUR_05862.1 -5,166016069 6,171195558 1,13E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06787.1 -5,131424154 8,308656084 3,87E-09 probable_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_06793.1 -5,002014113 8,267938121 5,21E-08 related_to_bile_acid_transporter
CPUR_04540.1 -4,985550386 4,144749688 0,000926168 uncharacterized_protein
CPUR_03569.1 -4,974317 4,625383898 0,012792271 uncharacterized_protein
CPUR_00570.1 -4,967547605 7,313986828 1,44E-08 uncharacterized_protein
CPUR_00860.1 -4,953778261 6,340777335 6,57E-06 related_to_long-chain-fatty-acid-CoA_ligase
CPUR_02595.1 -4,922667653 9,208936389 1,16E-09 related_to PMU1_- high_copy_suppressor_of ts tps2 mutant_phenotype
CPUR_01776.1 -4,883087497 7,890471265 9,43E-10 Alternative_oxidase_
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_01696.1 -4,862188663 4,371958141 1,97E-06 uncharacterized_protein
CPUR_08658.1 -4,84034059 8,034581262 1,15E-09 related_to_a putative_low-affinity_copper_transport_protein
CPUR_00121.1 -4,828588051 6,848486105 1,52E-08 uncharacterized_protein
CPUR_02622.1 -4,699597697 7,257451283 4,22E-10 uncharacterized_protein
CPUR_04554.1 -4,69510881 4,774997093 7,08E-08 uncharacterized_protein
CPUR_08093.1 -4,66485212 5,443317797 3,31E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04807.1 -4,63672131 9,431355065 1,00E-08 uncharacterized_protein
CPUR_01647.1 -4,622641875 10,56966911 1,09E-07 Phosphate_permease_
CPUR_01592.1 -4,613145365 2,514746373 0,006368231 uncharacterized_protein
CPUR_07587.1 -4,591041037 6,473974863 5,84E-08 uncharacterized_protein
CPUR_05854.1 -4,584034046 3,173394364 0,034106874 uncharacterized_protein
CPUR_04555.1 -4,581706833 5,246207485 2,12E-09 uncharacterized_protein
CPUR_06705.1 -4,547387895 9,189101277 1,13E-07 Protein_tyrosine_phosphatase
CPUR_06977.1 -4,535515877 6,435924792 0,003964651 Polygalacturonase_
CPUR_03085.1 -4,53415698 6,772281557 7,32E-05 related_to_disl-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_05831.1 -4,519646256 8,492516236 7,09E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04556.1 -4,505065352 9,805367512 9,25E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03017.1 -4,503828101 8,53816996 0,000248974 uncharacterized_protein
CPUR_03026.1 -4,477855102 5,314594032 3,73E-07 uncharacterized_protein
CPUR_00387.1 -4,460240973 12,14987101 8,95E-05 probable_ ALCOHOL_DEHYDROGENASE_I_- ADH1
CPUR_07143.1 -4,455455822 5,823625273 2,22E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06318.1 -4,363503688 6,128722644 9,07E-05 uncharacterized_protein
CPUR_01091.1 -4,348482603 8,439822028 7,65E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06262.1 -4,322887528 12,56719657 6,41E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07807.1 -4,296322131 0,660433723 0,021397564 uncharacterized_protein
CPUR_06943.1 -4,289468113 9,423185079 1,20E-07 Putative_multicopperoxidase
CPUR_00939.1 -4,233797306 6,711327224 3,88E-10 related_to_triacylglycerol_lipase V_precursor
CPUR_06794.1 -4,222314714 9,834219909 1,53E-07 uncharacterized_protein
CPUR_00204.1 -4,196232003 9,737815551 2,05E-07 related_to_alkaline_phosphatase_D_precursor
CPUR_01093.1 -4,147933668 7,340611848 3,28E-07 uncharacterized_protein
CPUR_04774.1 -4,140403391 3,898035654 0,008684753 uncharacterized_protein
CPUR_07401.1 -4,139613614 8,455355751 2,75E-07 Alpha-ketoglutarate-dependent_taurine_dioxygenase
CPUR_00388.1 -4,13079711 8,697548793 2,64E-06 related_to_antioxidant_protein_and_metal _homeostasis_factor
CPUR_04691.2 -4,124126578 6,91830862 6,69E-05 uncharacterized_protein
CPUR_01588.1 -4,123956904 2,877159342 0,006368231 uncharacterized_protein
CPUR_05453.1 -4,118443588 1,965823717 0,024031462 uncharacterized_protein
CPUR_06942.1 -4,110431154 8,858226467 1,08E-06 Putative_iron_transferase
CPUR_04945.1 -4,073285363 1,838912161 0,020251626 uncharacterized_protein
CPUR_06300.1 -4,05795157 9,389272374 2,29E-06 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu
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Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_06301.1 -4,038178162 6,110845223 1,60E-09 uncharacterized_protein
CPUR_08150.1 -4,034721689 5,632508822 8,31E-09 uncharacterized_protein
CPUR_02456.1 -4,025852097 3,567593228 0,01062853 uncharacterized_protein
CPUR_07940.1 -4,001734766 4,863573831 0,000978688 uncharacterized_protein
CPUR_02272.1 -3,968109535 4,544164269 2,65E-05 related_to_S,pombe_pac2_protein
CPUR_01572.1 -3,964517142 6,453500596 2,01E-05 related_to_single-stranded_DNA-binding_protein_ MSSP-1
CPUR_07109.1 -3,945602022 2,938227014 0,005418143 uncharacterized_protein
CPUR_03553.1 -3,935455994 5,922337163 7,54E-05 uncharacterized_protein
CPUR_08723.1 -3,935298383 3,817661428 0,001739043 uncharacterized_protein
CPUR_00082.1 -3,932781522 5,25754655 0,013497825 related_to_integral_membrane_protein_PTH11
CPUR_04293.1 -3,927323802 3,284412066 0,014851575 uncharacterized_protein
CPUR_04141.1 -3,904182711 6,086339867 6,29E-05 related_to_integral _membrane_protein PTH11
CPUR_08536.1 -3,90103873 7,394829654 0,007287096 Endo-1,4-beta-xylanase_
CPUR_05525.1 -3,889093207 10,12487433 0,000211788 related_to_DDRA48 -_heat_shock_protein
CPUR_05147.1 -3,883346316 4,907217333 3,84E-06 related_to_zinc_cluster_transcription_factor
CPUR_05156.1 -3,881228581 7,104407542 4,27E-08 related_to_major_facilitator_MirA
CPUR_00945.1 -3,831010737 8,794405266 0,000148495 probable_thioredoxin
CPUR_03084.1 -3,829267238 2,614572475 0,029354055 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_06795.1 -3,815720407 8,158538862 7,76E-07 uncharacterized_protein
CPUR_07495.1 -3,811760533 9,920230061 1,52E-05 related_to_sensor_protein_hoxX
CPUR_03554.1 -3,781519772 6,079463576 2,68E-06 uncharacterized_protein
CPUR_00664.1 -3,768528768 8,74150838 6,19E-06 related_to_5"-nucleotidase_precursor
CPUR_02059.1 -3,756755719 7,017258627 3,72E-07 related_to_flavonol_synthase-like_protein
CPUR_02843.1 -3,736313933 6,753097076 0,001007206 probable_endochitinase_class_V_precursor
CPUR_00529.1 -3,722045497 5,964796437 1,38E-07 uncharacterized_protein
CPUR_04160.1 -3,719526898 5,998792656 6,25E-08 uncharacterized_protein
CPUR_02521.1 -3,715773966 1,815926391 0,03596735 uncharacterized_protein
CPUR_03797.1 -3,702894974 6,67715703 1,24E-07 Glycerophosphoryl_diester_phosphodiesterase_family protein_
CPUR_01529.1 -3,687509037 4,493541186 0,000255303 uncharacterized_protein
CPUR_06261.1 -3,674131866 8,839897394 3,04E-06 related_to_tripeptidyl-peptidase_|I
CPUR_04796.1 -3,672419334 3,958127355 0,005457961 uncharacterized_protein
CPUR_07339.1 -3,66252843 4,007325411 0,002521396 uncharacterized_protein
CPUR_07367.1 -3,658843845 6,039855338 0,002247933 uncharacterized_protein
CPUR_03550.1 -3,650183288 7,487469425 0,007202166 3,4-dihydroxy-2-butanone_4-phosphate_synthase
CPUR_05455.1 -3,633400875 7,581110055 8,75E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06233.1 -3,630423459 6,223999773 6,26E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06520.1 -3,625264407 3,342231956 0,009130798 uncharacterized_protein
CPUR_07770.1 -3,609700618 5,347452416 4,34E-05 uncharacterized_protein
CPUR_02192.1 -3,587254082 6,906501187 3,24E-06 uncharacterized_protein
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Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_06814.1 -3,575420305 8,892718772 8,38E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04944.1 -3,559233091 3,143199973 0,020579933 uncharacterized_protein
CPUR_00643.1 -3,542151614 8,212350827 6,22E-06 probable_theta_class_glutathione_s-transferase
CPUR_06524.1 -3,533555143 7,68584229 2,18E-06 Swim_zinc_finger_domain_protein_
CPUR_06663.1 -3,527749744 8,724663952 1,32E-05 O-acetylhomoserin_(Thiol)-lyase_
CPUR_05921.1 -3,518023588 10,15514187 0,000396273 related_to_aldehyde reductase
CPUR_04436.1 -3,514623482 3,541606756 0,012311649 related_to_ DRPLA_protein
CPUR_07602.1 -3,51002799 6,506958207 5,47E-06 uncharacterized_protein
CPUR_05746.1 -3,502852963 10,23625126 4,79E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07595.1 -3,494413533 6,006230486 7,77E-07 uncharacterized_protein
CPUR_05157.1 -3,489284745 5,862558149 0,000414211 related_to_enoyl-CoA_hydratase
CPUR_07600.1 -3,476292953 7,632662571 0,001863259 uncharacterized_protein
CPUR_02002.1 -3,471157244 4,508144105 0,002086188 uncharacterized_protein
CPUR_06982.1 -3,469311609 3,933317213 0,006625129 uncharacterized_protein
CPUR_00751.1 -3,464223444 4,568298339 0,006512316 probable_acetylxylan_esterase_precursor
CPUR_02034.1 -3,458559274 4,861749114 0,000679003 uncharacterized_protein
CPUR_04938.1 -3,431932912 2,284641512 0,036595455 probable_alpha-L-arabinofuranosidase
CPUR_02123.1 -3,421724214 7,449878721 2,98E-06 uncharacterized_protein
CPUR_00685.1 -3,408588746 5,761984732 0,001070251 related_to_hsp70_protein
CPUR_03057.1 -3,399513598 3,419192997 0,01367969 uncharacterized_protein
CPUR_07516.1 -3,39905468 6,608330871 4,08E-05 related_to_histidinol-phosphatase
CPUR_00486.1 -3,398551689 8,628184963 2,71E-05 uncharacterized_protein
CPUR_06333.1 -3,396138027 9,10115861 0,000173989 uncharacterized_protein
CPUR_08151.1 -3,392848673 4,304236941 0,044646102 uncharacterized_protein
CPUR_08684.1 -3,391049128 3,918594658 0,039055927 uncharacterized_protein
CPUR_02457.1 -3,380487843 3,781272664 0,023050139 uncharacterized_protein
CPUR_02212.1 -3,346923431 6,541266687 8,55E-06 uncharacterized_protein
CPUR_02847.1 -3,334542707 4,855102941 0,008517623 uncharacterized_protein
CPUR_08481.1 -3,332139732 7,084173488 5,21E-06 related_to_cell_wall_mannoprotein
CPUR_06350.1 -3,322978731 6,976764378 8,90E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04027.1 -3,322455412 6,348228629 2,03E-05 Cation-transporting_ATPase_pmal_
CPUR_03757.1 -3,262905814 12,86933619 0,0002445 probable_pyruvate decarboxylase
CPUR_07160.1 -3,251695935 4,416842944 0,001147468 uncharacterized_protein
CPUR_04400.1 -3,250960946 3,395627715 0,023697229 uncharacterized_protein
CPUR_08603.1 -3,239869988 4,143516959 0,032246859 uncharacterized_protein
CPUR_02323.1 -3,237453953 9,224137029 0,000285664 uncharacterized_protein
CPUR_05158.1 -3,232935186 5,090128613 0,000165808 related_to_multidrug_resistance_protein
CPUR_05832.1 -3,22029285 6,037809048 2,06E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04247.1 -3,218435032 5,816061956 5,92E-05 uncharacterized_protein
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Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_05798.1 -3,207942419 5,814098274 7,89E-06 uncharacterized_protein
CPUR_06499.1 -3,20478081 7,628908017 9,63E-05 Magnesium-translocating_P-type ATPase_family_protein_
CPUR_00237.1 -3,19566333 7,475049607 0,002390473 related_to_vacuolar_membrane_protein_ HMT1
CPUR_01646.1 -3,156216226 7,107926278 9,08E-06 uncharacterized_protein
CPUR_03778.1 -3,149530097 7,990741869 0,000167731 Sodium/phosphate_symporter, putative_
CPUR_04695.1 -3,148388517 9,64160692 0,000110971 6-phosphofructokinase_
CPUR_02153.1 -3,147107081 9,832511492 0,000264717 uncharacterized_protein
CPUR_01797.1 -3,142434059 8,079323357 8,18E-05 uncharacterized_protein
CPUR_00859.1 -3,142020283 5,314233463 0,010241615 related_to_aerobactin_siderophore_biosynthesis_protein_iucB
CPUR_04158.1 -3,138535844 2,598509419 0,049728652 uncharacterized_protein
CPUR_04443.1 -3,135029832 4,170499947 0,027572175 related_to DRPLA _protein
CPUR_01089.1 -3,133612916 6,062634523 2,03E-05 related_to ECM32_- DNA dependent ATPase/DNA_helicase B
CPUR_02093.1 -3,130828212 6,265848685 2,40E-06 uncharacterized_protein
CPUR_06893.1 -3,125341218 8,327563665 0,00010863 probable_glucosamine-phosphate N-acetyltransferase
CPUR_00989.1 -3,12214489 7,310383421 0,011289367 uncharacterized_protein
CPUR_08343.1 -3,10028839 5,753549057 1,50E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07430.1 -3,099267982 5,029122886 0,000105935 uncharacterized_protein
CPUR_06018.1 -3,09616289 6,896725854 0,002428435 uncharacterized_protein
CPUR_01243.1 -3,091729558 9,064901018 0,000300142 related_to_non-hemolytic_phospholipase_C_precursor
CPUR_01194.1 -3,087422983 3,882644123 0,013493099 uncharacterized_protein
CPUR_01155.1 -3,085034524 6,607227955 2,30E-05 uncharacterized_protein
CPUR_06277.1 -3,082758885 4,860171846 0,000606042 related_to_threonine_dehydratase
CPUR_02736.1 -3,075534165 7,229216075 0,000323896 uncharacterized_protein
CPUR_07594.1 -3,074925222 7,88815198 0,001156072 uncharacterized_protein
CPUR_02211.1 -3,074116735 8,158553935 6,51E-05 Glucosamine_6-phosphate_synthetase
CPUR_04444.1 -3,070495078 4,001460927 0,016627272 related_to DRPLA_protein
CPUR_06762.1 -3,06436131 8,096763402 0,000146867 Carboxyphosphonoenolpyruvate_phosphonomutase, putative
CPUR_03106.1 -3,056533913 6,623744419 0,000465337 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_05486.1 -3,05090581 7,223825299 2,03E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03776.1 -3,046317317 10,10450012 0,00017402 Thiol_peroxidase_
CPUR_04951.1 -3,042377713 10,50401881 0,002558377 uncharacterized_protein
CPUR_06367.1 -3,031062771 7,306046692 2,57E-05 related_to_nitrate_assimilation_regulatory protein_nirA
CPUR_06051.1 -3,026751007 6,369096211 0,014899881 uncharacterized_protein
CPUR_03221.1 -3,015095005 6,900823506 0,00527765 uncharacterized_protein
CPUR_03275.1 -2,977339744 11,21135898 0,000323896 probable_heat_shock protein_30
CPUR_02506.1 -2,977054617 8,405380675 0,002002534 uncharacterized_protein
CPUR_00095.1 -2,968209771 7,020456514 1,28E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04161.1 -2,950230053 4,434016741 0,003599484 uncharacterized_protein
CPUR_01507.1 -2,948000158 6,782101199 0,000355873 uncharacterized_protein
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CPUR_02735.1 -2,943549437 7,096112461 9,27E-05 probable_MUP1_- High_affinity_methionine_permease
CPUR_05141.1 -2,937459154 7,308957246 0,000780337 uncharacterized_protein
CPUR_08581.1 -2,925700938 8,741501147 0,001400337 related_to_EROL protein,_required_for_protein_disulfide_bond_formation_in_the ER
CPUR_01800.1 -2,92437311 5,653914334 8,60E-05 uncharacterized_protein
CPUR_05517.1 -2,918129449 4,87245879 0,001146562 uncharacterized_protein
CPUR_05680.1 -2,909331805 8,060707184 0,020579933 uncharacterized_protein
CPUR_01879.1 -2,891482219 7,673675247 0,000177283 related_to_GIT1 - Glycerophosphoinositol_transporter_also_able_to_mediate_low-affinity_phosphate_trans
CPUR_00803.1 -2,87676393 7,302486655 0,001905947 Branched-chain-amino-acid_aminotransferase
CPUR_07551.1 -2,86409566 8,282683536 0,008191287 probable_protein_disulfide_isomerase-related_protein_A
CPUR_03024.1 -2,855644539 7,711068131 0,000165808 uncharacterized_protein
CPUR_04553.1 -2,854604187 5,811611098 6,96E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04811.1 -2,852512166 6,636679581 0,00284549 uncharacterized_protein
CPUR_07642.1 -2,847960755 10,00175676 0,000711786 related_to_mixed-linked_glucanase_precursor_ MLG1
CPUR_00641.1 -2,836995134 5,127198017 0,000878497 uncharacterized_protein
CPUR_00667.1 -2,833008212 6,133475377 0,000276146 uncharacterized_protein
CPUR_04923.1 -2,832865283 4,960920207 0,0007242 uncharacterized_protein
CPUR_04120.1 -2,829373628 6,17050084 1,79E-05 related_to_peptide_transporter
CPUR_05499.1 -2,817973887 8,329107224 0,000495945 uncharacterized_protein
CPUR_04937.1 -2,816431124 6,844105344 2,57E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03396.1 -2,814622595 9,434329083 0,004368099 uncharacterized_protein
CPUR_03411.1 -2,81376634 9,093631636 0,007373633 uncharacterized_protein
CPUR_05014.1 -2,811668282 5,789542263 0,000500245 related_to_glucan_1,4-alpha-glucosidase
CPUR_05795.1 -2,804972569 6,619278503 0,000504505 uncharacterized_protein
CPUR_04579.1 -2,795005342 6,638167249 0,000948983 uncharacterized_protein
CPUR_06788.1 -2,786020665 6,630340207 3,76E-05 probable_dis1-suppressing_protein_kinase _dsk1
CPUR_07802.1 -2,783109199 9,101704196 0,026061495 Asparagine_synthetase_
CPUR_08227.1 -2,781852762 8,119504554 0,000289875 probable_flavohemoglobin
CPUR_06804.1 -2,780636439 8,374754725 0,041956183 probable_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_06316.1 -2,765437274 7,384429776 0,001070251 uncharacterized_protein
CPUR_08715.1 -2,754021387 6,712935389 5,10E-05 uncharacterized_protein
CPUR_06421.1 -2,740812354 4,98072673 0,008455094 uncharacterized_protein
CPUR_04127.1 -2,737991269 4,840200294 0,001007206 Aminoglycoside_phosphotransferase_(Fragment)
CPUR_00777.1 -2,737025292 6,218681903 0,004875971 related_to_ RNA-3"-phosphate_cyclase 1
CPUR_02328.1 -2,734357808 8,265904635 0,003994192 related_to_15-hydroxyprostaglandin_dehydrogenase
CPUR_07707.1 -2,733621312 6,308721256 0,011560414 uncharacterized_protein
CPUR_06783.1 -2,728138578 4,218529928 0,016997533 probable_subtilisin-like_serine_protease
CPUR_06198.1 -2,716391282 3,725618052 0,040722656 uncharacterized_protein
CPUR_07688.1 -2,715156314 4,695172397 0,003956062 uncharacterized_protein
CPUR_01094.1 -2,698551442 6,961637208 7,81E-05 uncharacterized_protein
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CPUR_00642.1 -2,691653038 6,323032452 0,000211788 related_to_URE2_- nitrogen_catabolite_repression_regulator
CPUR_01836.1 -2,672625216 8,857852008 0,002053715 uncharacterized_protein
CPUR_06272.1 -2,665842078 11,58451402 0,021970215 CCG-6_clock-controlled_protein_6_(ccg-6)
CPUR_06473.1 -2,662650842 6,920763163 0,000409441 related_to_siroheme_synthase_(Uroporphyrin-111_C-methyltransferase)
CPUR_02674.1 -2,654257583 4,29735632 0,030162756 uncharacterized_protein
CPUR_07452.1 -2,650607696 10,88998482 0,015455864 uncharacterized_protein
CPUR_01798.1 -2,649462789 8,957957911 0,000898167 uncharacterized_protein
CPUR_00913.1 -2,634277749 7,30805518 0,00189092 uncharacterized_protein
CPUR_06049.1 -2,633182471 8,078346833 0,035126008 uncharacterized_protein
CPUR_05834.1 -2,629447083 7,157369216 0,000504505 uncharacterized_protein
CPUR_08659.1 -2,627429929 6,770609002 9,78E-05 3-hydroxyanthranilate_3,4-dioxygenase
CPUR_00240.1 -2,625651439 6,044624229 0,004678728 Pyridoxine_
CPUR_04855.1 -2,621821116 6,174707206 0,006330122 uncharacterized_protein
CPUR_07570.1 -2,616606102 6,763295158 0,000294432 Oligopeptide_transporter_OPT-like_protein_
CPUR_05105.1 -2,615276148 4,697746882 0,00492014 uncharacterized_protein
CPUR_06177.1 -2,614871914 6,043548487 0,000251634 uncharacterized_protein
CPUR_04961.1 -2,613119902 10,80123869 0,040536805 Heat_shock_protein_101_
CPUR_04183.1 -2,61021242 6,359240659 0,000233178 Sodium/phosphate_symporter, putative
CPUR_08660.1 -2,60784197 7,785227531 0,001147468 2-keto-4-pentenoate_hydratase
CPUR_04789.1 -2,599642969 6,472184471 0,04729098 UDP-Glc/Gal_endoplasmic_reticulum_nucleotide_sugar_transporter
CPUR_03415.1 -2,596442728 7,855800841 0,0007242 related_to_calcium-independent_phospholipase_A2
CPUR_03287.1 -2,593616902 7,574856777 0,002149588 Delta_1-pyrroline-5-carboxylate_dehydrogenase_
CPUR_06062.1 -2,582254885 5,765643795 0,000506518 related_to_malic_acid_transport_protein
CPUR_02391.1 -2,581096335 4,731285273 0,004875971 uncharacterized_protein
CPUR_00205.1 -2,575704317 6,505163464 0,000124357 uncharacterized_protein
CPUR_02675.1 -2,571528429 6,886563395 0,006278841 Efflux_pump_antibiotic_resistance_protein, putative
CPUR_03242.1 -2,560580067 5,499071734 0,000439801 uncharacterized_protein
CPUR_04795.1 -2,549613936 5,504529857 0,003956062 uncharacterized_protein
CPUR_04111.1 -2,54774746 7,451388586 0,004180868 related_to_peptide_transporter
CPUR_01125.1 -2,54574238 9,083225806 0,016997533 related_to_malate_dehydrogenase_(oxaloacetate-decarboxylating)_(NADP+)
CPUR_03755.1 -2,53949971 7,719903554 0,001112447 related_to_uroporphyrinogen_I11_synthase
CPUR_05394.1 -2,525033245 4,410624063 0,014477887 uncharacterized_protein
CPUR_00823.1 -2,522241286 7,907754563 0,004218959 uncharacterized_protein
CPUR_07687.1 -2,511345046 4,489662094 0,027810549 uncharacterized_protein
CPUR_03549.1 -2,510535823 6,909587142 0,024769612 Hexaprenyldihydroxybenzoate methyltransferase
CPUR_06050.1 -2,507314951 6,294830893 0,037814612 uncharacterized_protein
CPUR_06527.1 -2,498121241 6,536675844 0,002013196 related_to_hsp70_protein
CPUR_08159.1 -2,495722655 5,776604121 0,004352526 related_to_disl-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_03859.1 -2,492214392 8,015141674 0,002037386 related_to_kinetoplast-associated protein_ KAP
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_04131.1 -2,481038656 7,707669374 0,003197705 related_to_sterol_delta 5,6-desaturase
CPUR_07322.1 -2,480816797 5,02615248 0,00194453 uncharacterized_protein
CPUR_02087.1 -2,477407224 4,626173494 0,008578408 uncharacterized_protein
CPUR_01462.1 -2,473599468 6,060365314 0,000343737 probable_potassium_transporter TRK-1
CPUR_04057.1 -2,472026339 4,572064115 0,010350937 uncharacterized_protein
CPUR_00143.1 -2,456083167 7,466045719 0,001111873 uncharacterized_protein
CPUR_05822.1 -2,449293542 6,011335702 0,000691434 uncharacterized_protein
CPUR_03989.1 -2,449146318 7,381874251 0,001580526 related_to_mouse_T10_protein
CPUR_04539.1 -2,446951994 4,030083647 0,04919755 uncharacterized_protein
CPUR_05180.1 -2,44584319 7,781290142 0,001791149 Vacuolar_transporter_chaperone_4_
CPUR_01653.1 -2,4382875 6,231287115 0,003004429 related_to_protein_ MCH2_(monocarboxylate permease_homolog)
CPUR_06377.1 -2,429262284 6,437480408 0,001568102 uncharacterized_protein
CPUR_05368.1 -2,418234848 7,995791797 0,017556897 uncharacterized_protein
CPUR_06474.1 -2,415233795 4,935574574 0,017556897 uncharacterized_protein
CPUR_03251.1 -2,414446884 5,706372813 0,02420066 related_to_SLS1 protein_precursor
CPUR_00203.1 -2,411125526 6,743763175 0,000323896 uncharacterized_protein
CPUR_05106.1 -2,406808548 6,102099399 0,000341145 uncharacterized_protein
CPUR_06782.1 -2,402354609 5,550506026 0,001347204 uncharacterized_protein
CPUR_00773.1 -2,389570858 9,858316391 0,021319111 uncharacterized_protein
CPUR_02593.1 -2,383305831 4,919877131 0,023436686 uncharacterized_protein
CPUR_06483.1 -2,380764198 8,417583962 0,012531913 Phosphoadenosine_phosphosulfate_reductase_
CPUR_07509.1 -2,380356004 8,107105211 0,004341643 uncharacterized_protein
CPUR_06002.1 -2,379726341 6,864843217 0,000948983 related_to_pyrazinamidase/nicotinamidase
CPUR_02015.1 -2,378865756 8,390932987 0,002705342 related_to_cytosolic_nonspecific_dipeptidase
CPUR_03543.1 -2,370672288 7,60554062 0,003634077 Arrestin_domain-containing_protein_
CPUR_01542.1 -2,369656249 7,034410435 0,001257911 uncharacterized_protein
CPUR_04211.1 -2,364554754 7,261980107 0,001806269 uncharacterized_protein
CPUR_04420.1 -2,363350064 5,482721441 0,002298824 uncharacterized_protein
CPUR_01353.1 -2,36256201 4,868568879 0,032837631 uncharacterized_protein
CPUR_03558.1 -2,359135069 6,176673519 0,003074585 related_to CCC2_- P-type_ATPase_involved_in_export_of Cu++ from_the cytosol into_intracellular, secret
CPUR_05060.1 -2,356322955 7,192945541 0,001294452 related_to_pyridoxamine-phosphate_oxidase
CPUR_07201.1 -2,353739495 8,903975575 0,040215508 related_to_G1/S-specific_cyclin_pasl
CPUR_06482.1 -2,350020392 7,778616158 0,002786836 Phosphoserine_phosphatase
CPUR_03557.1 -2,349101348 7,917554329 0,005256105 related_to MET10 - sulfite_reductase_flavin-binding_subunit
CPUR_02606.1 -2,348870204 5,164312813 0,003164299 uncharacterized_protein
CPUR_00559.1 -2,346874988 9,68990772 0,006330122 uncharacterized_protein
CPUR_07366.1 -2,343461064 5,097122993 0,02930381 uncharacterized_protein
CPUR_04535.1 -2,342765344 6,748096506 0,000562332 uncharacterized_protein
CPUR_03058.1 -2,322896088 6,95519011 0,001069268 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_01674.1 -2,317206665 7,371338908 0,002902993 BolA_domain_protein_
CPUR_07044.1 -2,316740227 7,610228184 0,022937955 related_to_acyl-coenzyme_A:6-aminopenicillanic-acid-acyltransferase_precursor
CPUR_06349.1 -2,312783802 6,732600913 0,000800271 Histone-lysine_N-methyltransferase, H3_lysine-79_specific_
CPUR_02835.1 -2,308640188 6,085952991 0,003317955 related_to_para-aminobenzoic_acid_synthetase
CPUR_01086.1 -2,293303727 5,100140183 0,004218959 uncharacterized_protein
CPUR_01138.1 -2,291397769 6,114688844 0,003956062 uncharacterized_protein
CPUR_03471.1 -2,285959166 5,092001296 0,00712883 uncharacterized_protein
CPUR_04165.1 -2,285816479 5,375711594 0,015626498 probable_subtilisin-like_serine_protease
CPUR_08618.1 -2,284349383 4,887904183 0,010618649 uncharacterized_protein
CPUR_08342.1 -2,280618813 5,777358189 0,000959937 Phosphate_transporter_
CPUR_04173.1 -2,280082428 5,830777109 0,017686804 uncharacterized_protein
CPUR_00713.1 -2,279985787 6,211318494 0,003016381 4F5_domain_protein_
CPUR_02074.1 -2,279566524 6,571288213 0,002338215 uncharacterized_protein
CPUR_03100.1 -2,278091561 4,694768374 0,013488106 uncharacterized_protein
CPUR_01118.1 -2,263505273 7,426320622 0,004566342 uncharacterized_protein
CPUR_01697.1 -2,263184542 7,273361581 0,032246859 Homoserine_kinase
CPUR_07433.1 -2,259018451 7,157111427 0,001739043 related_to_1-phosphatidylinositol_phosphodiesterase_precursor
CPUR_03060.1 -2,254454195 5,183147337 0,021607197 uncharacterized_protein
CPUR_02566.1 -2,251321626 6,986694201 0,001234612 uncharacterized_protein
CPUR_08242.1 -2,249144669 4,466309791 0,034642057 uncharacterized_protein
CPUR_03025.1 -2,244202511 6,340007092 0,001000375 uncharacterized_protein
CPUR_00268.1 -2,243408794 5,512717299 0,003352138 uncharacterized_protein
CPUR_06034.1 -2,207326933 6,398204278 0,003988566 probable_histidinol-phosphate_transaminase
CPUR_07365.1 -2,197811833 6,945680624 0,035446158 uncharacterized_protein
CPUR_00938.1 -2,193116444 6,795780263 0,001411321 K, P-type_ATPase_(mediates_high-affinity_potassium_or_sodium_uptake)
CPUR_06329.1 -2,189646057 4,873445033 0,036340903 related_to_amidohydrolase_family protein
CPUR_00021.1 -2,18704241 5,562136059 0,003519161 uncharacterized_protein
CPUR_04543.1 -2,183583207 5,798175344 0,009378423 uncharacterized_protein
CPUR_02922.1 -2,177560399 5,862022739 0,002786836 uncharacterized_protein
CPUR_07073.1 -2,174585875 5,77440166 0,00189092 related_to_transcription_factor_medusa
CPUR_04638.1 -2,174332377 6,782685693 0,014877533 Uncharacterized_protein_
CPUR_02926.1 -2,165804374 6,488203868 0,001640454 related_to_heterokaryon_incompatibility protein
CPUR_04251.1 -2,165729051 5,672954981 0,010589525 polyketide_synthase
CPUR_00963.1 -2,159797736 6,348080283 0,003447503 probable_cell_wall_protein_ UTR2
CPUR_03289.1 -2,159705982 5,893254748 0,003197705 uncharacterized_protein
CPUR_05503.1 -2,157689708 5,657010054 0,003176459 uncharacterized_protein
CPUR_05516.1 -2,154036953 6,710685597 0,005904182 uncharacterized_protein
CPUR_00873.1 -2,152757767 6,566602485 0,00910518 uncharacterized_protein
CPUR_08107.1 -2,138856366 7,554235874 0,008684753 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_06201.1 -2,133621966 5,753113452 0,002437128 uncharacterized_protein
CPUR_03556.1 -2,131379283 5,054655366 0,029354055 Sarcosine_oxidase_
CPUR_01617.1 -2,121510133 6,886272383 0,005207198 Squalene_epoxidase_
CPUR_04441.1 -2,115936978 6,106198883 0,003631596 probable_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_03565.1 -2,115105051 6,837214782 0,005764777 non-ribosomal_peptide_synthetase
CPUR_06180.1 -2,111990882 5,370368438 0,006790848 uncharacterized_protein
CPUR_07165.1 -2,111468042 6,173721858 0,036743931 related_to_DHAZ14-like_major_facilitator_efflux_transporter
CPUR_06632.1 -2,10536466 7,059419085 0,007483242 probable_acetylornithine_aminotransferase_precursor
CPUR_00651.1 -2,094714777 6,044593075 0,020098365 Purine_transporter_
CPUR_01945.1 -2,09186123 7,339448418 0,007024021 Transporter ATM1_
CPUR_06060.1 -2,083324223 8,841974021 0,022876727 C-4_sterol_methyl_oxidase_
CPUR_03620.1 -2,075550358 5,459282759 0,005372341 uncharacterized_protein
CPUR_03078.1 -2,065794405 4,976079585 0,021970215 uncharacterized_protein
CPUR_05351.1 -2,060229771 8,245086198 0,02255662 uncharacterized_protein
CPUR_03092.1 -2,057185856 4,830271757 0,021970215 uncharacterized_protein
CPUR_06661.1 -2,054587734 8,624214004 0,013362587 related_to_rna-binding_protein_fus/tls
CPUR_04988.1 -2,054461791 5,498112531 0,019316 related_to_nitrate_assimilation_regulatory_protein_nirA
CPUR_00761.1 -2,052321879 5,897905645 0,004423098 uncharacterized_protein
CPUR_05487.1 -2,048671097 7,33650181 0,018138562 uncharacterized_protein
CPUR_00901.1 -2,020370794 5,846052608 0,019704739 related_to_polyamine_oxidase_precursor
CPUR_07214.1 -2,013844193 4,738733373 0,040150734 uncharacterized_protein
CPUR_05804.1 -2,013598433 5,084850688 0,03213925 uncharacterized_protein
CPUR_01383.1 -2,002015622 6,61438937 0,004646554 uncharacterized_protein
CPUR_06285.1 -2,000886448 6,403376647 0,017717582 uncharacterized_protein
CPUR_05365.1 -1,998147718 9,378434256 0,024309345 related_to_glucan_1,3-beta-glucosidase
CPUR_08727.1 -1,993336466 8,64442948 0,020982605 uncharacterized_protein
CPUR_06779.1 -1,983956142 5,351901226 0,02420066 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_08692.1 -1,981890833 7,91307876 0,02614895 uncharacterized_protein
CPUR_03546.1 -1,98033694 8,270876039 0,044121969 probable_vivid_PAS_protein_VVD
CPUR_07090.1 -1,979346871 6,886352894 0,007285262 uncharacterized_protein
CPUR_02302.1 -1,978643694 5,655123808 0,01258102 uncharacterized_protein
CPUR_06066.1 -1,973517087 5,381126898 0,018148535 uncharacterized_protein
CPUR_08305.1 -1,967242773 5,748514123 0,019561211 related_to_PUF3_-_transcript-specific_regulator_of mRNA_degradation
CPUR_02616.1 -1,966918662 7,902662465 0,027572175 Myo-inositol-phosphate_synthase
CPUR_00432.1 -1,963405339 6,910305051 0,00610503 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_07586.1 -1,961522542 7,985180446 0,0187201 uncharacterized_protein
CPUR_07685.1 -1,960218574 6,306653107 0,007203053 Formyltetrahydrofolate_deformylase
CPUR_08351.1 -1,96000477 7,469361081 0,017961367 related_to_myc-type_bHLH_transcription_factor
CPUR_08662.1 -1,954914771 5,625641159 0,037852121 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu
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Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_06729.1 -1,952691113 5,285187192 0,028486357 uncharacterized_protein
CPUR_08824.1 -1,944629204 6,300499319 0,009390967 uncharacterized_protein
CPUR_06813.1 -1,940560814 6,267762137 0,016788274 uncharacterized_protein
CPUR_01561.1 -1,935667022 6,65356587 0,036241913 Deoxyhypusine_hydroxylase_
CPUR_04560.1 -1,927392738 5,882201865 0,010055608 related_to_nonribosomal_peptide_synthetase_ MxcG_(component_of _the_myxochelin_iron_transport_regulon)
CPUR_02472.1 -1,92251103 5,506626683 0,048746509 related_to RNA_polymerase_|l_holoenzyme/mediator_subunit
CPUR_01241.1 -1,919612621 5,017288314 0,027729381 uncharacterized_protein
CPUR_03517.1 -1,918917886 5,474822592 0,019190773 uncharacterized_protein
CPUR_05686.1 -1,915423407 7,117622655 0,039862867 uncharacterized_protein
CPUR_01532.1 -1,910648559 7,348801592 0,02604928 uncharacterized_protein
CPUR_04718.1 -1,909188567 6,328572074 0,014112544 related_to_D-arabinono-1,4-lactone_oxidase
CPUR_04243.1 -1,907128747 6,398166471 0,023709641 related_to_fluconazole_resistance_protein_(FLU1)
CPUR_07704.1 -1,90481353 5,786522848 0,008455094 uncharacterized_protein
CPUR_06200.1 -1,885922012 6,393014374 0,011473534 uncharacterized_protein
CPUR_01738.1 -1,879090406 5,064978012 0,030280037 uncharacterized_protein
CPUR_00540.1 -1,878010043 7,216313708 0,020251626 Fumarate_hydratase_
CPUR_02092.1 -1,877773448 8,727654274 0,032246859 uncharacterized_protein
CPUR_02705.1 -1,877471004 5,812440272 0,024851235 uncharacterized_protein
CPUR_04480.1 -1,873223137 8,136306001 0,02715969 uncharacterized_protein
CPUR_06607.1 -1,865757186 7,805619607 0,023709641 uncharacterized_protein
CPUR_07769.1 -1,862883211 4,994276858 0,044673404 uncharacterized_protein
CPUR_05682.1 -1,858707156 5,130490848 0,040203848 uncharacterized_protein
CPUR_04616.1 -1,858340014 6,137062177 0,021665427 related_to_glu/asp-tRNA_amidotransferase_subunit_A
CPUR_06653.1 -1,857964417 4,783498588 0,046262077 related_to_cholinesterase
CPUR_06904.1 -1,846708653 7,068913222 0,014516664 uncharacterized_protein
CPUR_04694.1 -1,841499029 5,827236822 0,01204499 uncharacterized_protein
CPUR_03952.1 -1,830975536 5,541688126 0,021157122 uncharacterized_protein
CPUR_08482.1 -1,805393178 6,302096137 0,015380656 uncharacterized_protein
CPUR_06213.1 -1,785727717 8,445123074 0,045635482 uncharacterized_protein
CPUR_02965.1 -1,763416481 5,314038357 0,044069689 uncharacterized_protein
CPUR_04427.1 -1,761776581 7,283023035 0,025030599 uncharacterized_protein
CPUR_08456.1 -1,75946896 4,981736968 0,046509675 uncharacterized_protein
CPUR_01015.1 -1,75912238 6,231399066 0,016717832 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_06920.1 -1,758016465 5,273249416 0,040393821 uncharacterized_protein
CPUR_04220.1 -1,752771556 6,974769838 0,021970215 related_to_BCS1_protein_precursor
CPUR_02122.1 -1,738256874 7,06141632 0,02331432 uncharacterized_protein
CPUR_02697.1 -1,735393788 6,061587745 0,025435364 uncharacterized_protein
CPUR_00652.1 -1,727588595 7,758132787 0,049460965 uncharacterized_protein
CPUR_05179.1 -1,720752587 6,155268972 0,019941057 related_to_protein-arginine_N-methyltransferase
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_04432.1 -1,720140713 5,947089744 0,019598012 uncharacterized_protein
CPUR_05518.1 -1,719575189 6,566839317 0,043582602 uncharacterized_protein
CPUR_07588.1 -1,712234775 6,538233565 0,040267938 uncharacterized_protein
CPUR_07450.1 -1,706537025 6,38843587 0,025834825 uncharacterized_protein
CPUR_03055.1 -1,699324724 7,728109715 0,045173407 uncharacterized_protein
CPUR_04779.1 -1,696593148 5,947262222 0,049064995 uncharacterized_protein
CPUR_08630.1 -1,674832339 6,756589218 0,034161398 Branched-chain-amino-acid_aminotransferase
CPUR_04312.1 -1,668803083 6,593519388 0,037087555 Amino_acid_permease,_putative_
CPUR_01549.1 -1,6687305 5,896293404 0,027729381 uncharacterized_protein
CPUR_00522.1 -1,664173366 7,274675759 0,048601365 uncharacterized_protein
CPUR_03618.1 -1,658760353 6,494652771 0,04450567 uncharacterized_protein
CPUR_03115.1 -1,657819049 6,074862386 0,029947571 related_to_acid_sphingomyelinase
CPUR_06480.1 -1,656032583 6,518312458 0,024729263 related_to ERF2_- protein_involved in_palmitoylation_and_localization_of Ras2p
CPUR_02726.1 -1,633222323 6,202441472 0,048263131 related_to_pathway-specific_regulatory protein_nit-4
CPUR_05687.1 -1,630446276 6,648471877 0,044646102 uncharacterized_protein
CPUR_02721.1 -1,625228635 6,839535279 0,029354055 Threonine_ammonia-lyase
CPUR_06741.1 -1,622746465 6,830669761 0,039179626 uncharacterized_protein
CPUR_06263.1 -1,612299757 7,21905547 0,045173407 uncharacterized_protein
CPUR_01107.1 -1,599891931 5,893122813 0,035130617 uncharacterized_protein
CPUR_04353.1 -1,594735289 6,652004603 0,034106874 related_to_phenol_2-monooxygenase
CPUR_07411.1 -1,594186051 6,13117373 0,036241913 uncharacterized_protein
CPUR_00348.1 -1,589732661 5,902870223 0,042169601 related_to_LTE1 GDP/GTP_exchange_factor
CPUR_00297.1 -1,570539323 6,125862153 0,044646102 uncharacterized_protein
CPUR_03068.1 -1,551912185 6,856077436 0,040203848 uncharacterized_protein
CPUR_02621.1 -1,540527155 6,618260712 0,04201332 UDP-glucose_6-dehydrogenase
CPUR_00767.1 1,531973026 6,420731711 0,044617987 uncharacterized_protein
CPUR_08115.1 1,534696259 6,733115527 0,040940873 AAA_family_ATPase_
CPUR_08531.1 1,538510776 6,708275304 0,041220693 related_to_D-mandelate_dehydrogenase
CPUR_04016.1 1,562030911 6,52150632 0,041220693 uncharacterized_protein
CPUR_04737.1 1,574394553 6,443099211 0,04363067 uncharacterized_protein
CPUR_01134.1 1,581619061 5,886321779 0,036949926 uncharacterized_protein
CPUR_03820.1 1,592076002 7,020813353 0,040722656 Inosine_triphosphate_pyrophosphatase
CPUR_00499.1 1,593856604 6,384105369 0,031670922 uncharacterized_protein
CPUR_00213.1 1,598463251 7,17346479 0,047391626 uncharacterized_protein
CPUR_03947.1 1,617693081 6,140798883 0,044121969 Steroid_alpha_reductase_family_protein_
CPUR_06603.1 1,619493876 6,77939104 0,027669948 2-methylcitrate_dehydratase
CPUR_05952.1 1,623062163 6,762773213 0,028608874 Dicarboxylic_amino_acid_permease_
CPUR_01490.1 1,632633773 5,913332143 0,027439911 uncharacterized_protein
CPUR_00259.1 1,63796964 5,699031025 0,030174635 Putative_uncharacterized_protein_
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_07837.1 1,643368609 7,075704578 0,033963591 probable_homocitrate_synthase,_mitochondrial_precursor
CPUR_08310.1 1,646132634 6,345919819 0,041288022 60S_acidic_ribosomal_protein_PO0,_putative_
CPUR_08566.1 1,647847665 7,104097122 0,034986953 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_05857.1 1,654392044 7,574294858 0,048084228 uncharacterized_protein
CPUR_04236.1 1,655311469 6,312876365 0,04523439 related_to_peroxin-11
CPUR_01727.1 1,657918157 5,80244889 0,042169601 Cytochrome_b5,_putative
CPUR_06890.1 1,662966428 5,690637644 0,046509675 related_to_n-alkane-inducible_cytochrome_P450
CPUR_01858.1 1,672929433 6,613100328 0,022286037 related_to_galactokinase
CPUR_01992.1 1,678001663 6,564775978 0,036751149 uncharacterized_protein
CPUR_06472.1 1,689478012 5,95958062 0,025717942 probable_RSM22_- mitochondrial_ribosomal_protein,_small_subunit
CPUR_07559.1 1,690949951 7,324751661 0,03768765 MFS_transporter_
CPUR_00552.1 1,694279738 5,222345432 0,047795577 uncharacterized_protein
CPUR_02193.1 1,696800712 6,115920896 0,039179626 High_affinity _methionine_permease_
CPUR_03641.1 1,705080206 7,288304632 0,032246859 Succinate-semialdehyde_dehydrogenase NADP_
CPUR_05290.1 1,711548439 5,763784767 0,025714583 related_to_helicases
CPUR_01453.1 1,712291022 6,832687679 0,04870522 uncharacterized_protein
CPUR_05227.1 1,720346555 6,16205896 0,036315236 Ammonium_permease_MepC_
CPUR_08523.1 1,721719464 6,637706288 0,032355873 related_to_single-stranded_DNA _binding_protein_12k_chain
CPUR_04835.1 1,726179703 6,810012938 0,039650158 uncharacterized_protein
CPUR_02143.1 1,729621117 7,047360109 0,025261492 Amidase_protein_
CPUR_07077.1 1,750370002 6,018259574 0,017521249 probable_acetyl-CoA_C-acyltransferase,_peroxisomal
CPUR_07580.1 1,752969217 7,096091083 0,022685272 uncharacterized_protein
CPUR_03509.1 1,755081399 5,279676676 0,037766557 2-oxoisovalerate_dehydrogenase_beta_subunit_
CPUR_05728.1 1,758064541 5,117758891 0,04201332 uncharacterized_protein
CPUR_02254.1 1,766610441 6,384828197 0,024073129 uncharacterized_protein
CPUR_07039.1 1,766639383 6,27647318 0,027572175 related_to_transcriptional_repressor
CPUR_03126.1 1,781099119 8,711534259 0,040203848 uncharacterized_protein
CPUR_04815.1 1,785031235 6,202486492 0,032099386 uncharacterized_protein
CPUR_06440.1 1,785056113 6,903258848 0,037538363 Zinc-binding_alcohol_dehydrogenase,_putative_
CPUR_07641.1 1,786296761 7,43869811 0,040203848 uncharacterized_protein
CPUR_01200.1 1,790532571 5,932315132 0,031906382 related_to_P,glauca_late_embryogenesis_abundant_protein_and_YBR177c_and_YPL095c
CPUR_03899.1 1,791154246 8,198665888 0,036221666 uncharacterized_protein
CPUR_07498.1 1,793669466 5,824439303 0,014211692 related_to_protein-tyrosine_phosphatase
CPUR_06222.1 1,798925401 5,177349198 0,036340903 uncharacterized_protein
CPUR_04767.1 1,800156654 8,396182927 0,044630136 Glutamate_5-kinase_
CPUR_03572.1 1,805056022 6,025939157 0,022331951 uncharacterized_protein
CPUR_01214.1 1,806470791 7,6967983 0,028274538 related_to_methionine_adenosyltransferase_regulatory beta_subunit
CPUR_01528.1 1,807917039 6,619664241 0,021952799 uncharacterized_protein
CPUR_07757.1 1,808664768 6,445067247 0,022283114 Class_2_chitin_synthase
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_00018.1 1,810157194 5,893883785 0,027729381 related_to_triacylglycerol_lipase
CPUR_00723.1 1,813108272 5,167528181 0,040482416 related_to_alpha-N-arabinofuranosidase / alpha-L-arabinofuranosidase
CPUR_03938.1 1,81370015 6,460267804 0,016704039 related_to_aldose_1-epimerase
CPUR_07628.1 1,814163889 6,827669263 0,01149942 related_to_molybdopterin_biosynthesis_protein
CPUR_08143.1 1,81722135 7,611529747 0,032837631 uncharacterized_protein
CPUR_00738.1 1,81913294 5,998701052 0,033757162 related_to_acetylhydrolase
CPUR_00233.1 1,824345101 6,607063679 0,021397564 uncharacterized_protein
CPUR_07725.1 1,825583899 10,6100611 0,043582602 Perilipin_MPL1-like_protein_
CPUR_05384.1 1,827182667 6,212382845 0,024197681 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_02868.1 1,827846066 5,486053666 0,04201332 uncharacterized_protein
CPUR_06149.1 1,848350642 5,527168696 0,023848826 uncharacterized_protein
CPUR_05139.1 1,853490528 6,153791806 0,020289842 probable_isovaleryl-CoA_dehydrogenase
CPUR_04095.1 1,855592363 7,544611325 0,04201332 uncharacterized_protein
CPUR_00928.1 1,857232149 5,943153743 0,011953489 uncharacterized_protein
CPUR_02608.1 1,863894548 6,767790086 0,036751149 uncharacterized_protein
CPUR_06292.1 1,864740202 6,961407496 0,010833377 uncharacterized_protein
CPUR_03795.1 1,866201041 5,778625214 0,021747781 Amine_oxidase_
CPUR_06410.1 1,866987831 5,480614187 0,019037247 uncharacterized_protein
CPUR_00920.1 1,870460678 9,760112251 0,040378616 Vacuolar_protease_ A
CPUR_01196.1 1,875245359 7,018994465 0,0121146 Plasma_membrane_proteolipid_3
CPUR_04563.1 1,877453762 6,347824245 0,010740616 Vitamin_B6_transporter, putative_
CPUR_04023.1 1,883414424 8,906771649 0,0493322 related_to_non-ribosomal_peptide_synthetase
CPUR_05411.1 1,885398095 5,514903169 0,019598012 uncharacterized_protein
CPUR_02251.1 1,891504036 8,339743457 0,034181728 uncharacterized_protein
CPUR_05208.1 1,89500033 6,402003744 0,015604788 uncharacterized_protein
CPUR_08193.1 1,903351242 4,89318472 0,04503564 uncharacterized_protein
CPUR_05376.1 1,906312599 5,109710239 0,023532105 uncharacterized_protein
CPUR_04572.1 1,906639303 8,441081682 0,027974338 related_to_class_I_alpha-mannosidase_1B
CPUR_03897.1 1,909910244 5,993985245 0,015285817 related_to_RIS1_-_similarity_to RAD5_protein
CPUR_01423.1 1,912933277 5,833980739 0,036595455 related_to_gibberellin_20-oxidase
CPUR_04224.1 1,916314749 8,045739796 0,024690857 related_to_growth_regulation_protein_ WHI2
CPUR_06020.1 1,91632067 7,086456856 0,017842339 related_to_chitinase
CPUR_05430.1 1,917621719 7,656092511 0,022331951 uncharacterized_protein
CPUR_04950.1 1,919957662 5,286925136 0,018672975 probable_nitrate_transport_protein_crnA
CPUR_00816.1 1,925293076 7,864895245 0,021148933 3-ketoacyl-CoA _thiolase_
CPUR_03406.1 1,926540977 7,424698436 0,032348623 uncharacterized_protein
CPUR_07883.1 1,937092585 9,367316512 0,033092115 Putative_bZip_transcription_factor_
CPUR_01280.1 1,946486007 5,094915106 0,022685272 uncharacterized_protein
CPUR_08192.1 1,950497695 8,39253249 0,032837631 Fumarate_reductase_Osm1, putative
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_05375.1 1,955028448 6,604274657 0,01284046 uncharacterized_protein
CPUR_01081.1 1,961250111 8,169005065 0,024093829 Saccharopine_dehydrogenase
CPUR_06022.1 1,967435797 6,575251059 0,00718561 uncharacterized_protein
CPUR_03330.1 1,967900789 7,560110313 0,032246859 Dipeptidyl_peptidase_
CPUR_06153.1 1,969177847 6,549976153 0,006368452 uncharacterized_protein
CPUR_05091.1 1,979503203 6,179935889 0,012564233 Putative_peroxisomal_membrane_protein PMP47B
CPUR_01497.1 1,988093001 4,652586082 0,04064175 uncharacterized_protein
CPUR_03039.1 1,990470328 5,514730964 0,008806887 related_to_TRI13_-_cytochrome_P450
CPUR_02758.1 1,990832799 6,604300654 0,030553593 Arginine_permease,_putative
CPUR_05138.1 1,995817293 7,15655189 0,008467082 D-arabinitol_dehydrogenase_ArbD,_putative_
CPUR_07682.1 1,99938695 10,53832312 0,023168973 related_to_diacylglycerol_pyrophosphate _phosphatase DPP1
CPUR_00433.1 2,000577183 6,583876626 0,03123071 uncharacterized_protein
CPUR_05348.1 2,007980003 4,592046695 0,040150734 uncharacterized_protein
CPUR_01940.1 2,010305698 6,768023128 0,027658551 uncharacterized_protein
CPUR_08389.1 2,010862507 6,680479356 0,009208078 related_to_glutathione_S-transferase
CPUR_05114.1 2,011869438 6,003366432 0,005711452 uncharacterized_protein
CPUR_06778.1 2,018938563 8,704421026 0,020784895 Acetyl-CoA_carboxylase_
CPUR_01701.1 2,019142216 6,147904141 0,003519161 uncharacterized_protein
CPUR_04295.1 2,027541641 6,399274997 0,019941057 uncharacterized_protein
CPUR_08642.1 2,029224587 5,595924189 0,016164852 NADPH-dependent_D-xylose_reductase
CPUR_07526.1 2,034705173 7,31114667 0,008080893 Lysine_amidinotransferase_
CPUR_04489.1 2,036251439 6,548034604 0,010195746 related_to_triacylglycerol_lipase
CPUR_04200.1 2,043722109 6,6415743 0,00570904 Fe-containing_alcohol_dehydrogenase, putative
CPUR_01289.1 2,04487296 7,084965958 0,00510306 related_to_SUC2_-_invertase_(sucrose_hydrolyzing_enzyme)
CPUR_04311.1 2,058316485 6,200510134 0,025834825 related_to_alpha-glucosidase_b
CPUR_04196.1 2,058787137 5,672785087 0,019301074 2-oxoisovalerate_dehydrogenase_alpha_subunit_
CPUR_00037.1 2,064770554 8,330896946 0,044994151 uncharacterized_protein
CPUR_05500.1 2,067308282 6,924649947 0,036743931 uncharacterized_protein
CPUR_03082.1 2,07851495 7,041157667 0,012291771 related_to_aerobactin_siderophore_biosynthesis_protein_iucB
CPUR_04497.1 2,08588177 4,701265881 0,048425453 related_to_vegetatible_incompatibility_protein_HET-E-1
CPUR_02128.1 2,086973817 5,023253228 0,017417297 uncharacterized_protein
CPUR_02132.1 2,090910124 5,330536087 0,007034858 uncharacterized_protein
CPUR_06023.1 2,105020792 7,670471104 0,010336902 related_to_kynureninase
CPUR_07300.1 2,106519761 6,739311032 0,002600268 Translation_initiation_factor RLI1
CPUR_03151.1 2,107634797 5,70755633 0,008418917 uncharacterized_protein
CPUR_08318.1 2,107916454 7,303883087 0,007156696 uncharacterized_protein
CPUR_07360.1 2,111567367 4,865980386 0,014657435 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_03110.1 2,111737605 6,014968352 0,008578408 Biotin_synthase, putative_
CPUR_08544.1 2,115137748 5,691622401 0,006516544 related_to_monocarboxylate_transporter 2
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_07075.1 2,117563535 5,654269767 0,004116937 P-type_Na+-ATPase_
CPUR_08184.1 2,124763492 7,128866459 0,009354673 uncharacterized_protein
CPUR_03788.1 2,125149305 6,146508695 0,00986957 related_to_fluconazole_resistance_protein
CPUR_04653.1 2,136487558 7,329508835 0,006905153 related_to_putative C2H2_zinc_finger_protein_flbC
CPUR_01312.1 2,137524944 8,6829597 0,012230747 related_to_ACB_4-hydroxyacetophenone_monooxygenase
CPUR_00890.1 2,147776694 6,732413034 0,001568102 uncharacterized_protein
CPUR_04722.1 2,150621462 10,44878302 0,018672975 uncharacterized_protein
CPUR_07138.1 2,150754609 9,091937517 0,012994869 uncharacterized_protein
CPUR_03372.1 2,151080214 5,983158114 0,007880256 uncharacterized_protein
CPUR_01536.1 2,159295846 6,701187775 0,041220693 uncharacterized_protein
CPUR_07960.1 2,179883195 8,554998843 0,007965294 Oleate-induced_peroxisomal_protein_
CPUR_05951.1 2,181267162 5,125412322 0,009313798 uncharacterized_protein
CPUR_04723.1 2,185987417 6,618253934 0,005418143 uncharacterized_protein
CPUR_00576.1 2,187230363 7,065634572 0,005994258 related_to_nucleolar_100K_polymyositis-scleroderma_protein
CPUR_03525.1 2,191858675 6,041826122 0,001393337 Electron_transfer_flavoprotein_
CPUR_07330.1 2,193797957 5,492861848 0,013200518 probable_annexin_XIV
CPUR_06335.1 2,198228219 6,797547761 0,001416367 uncharacterized_protein
CPUR_05021.1 2,205670197 7,205728266 0,002940466 uncharacterized_protein
CPUR_01926.1 2,21032554 5,922355852 0,001762593 related_to_cytochrome_P450 52A12, alkane hydroxylase 1
CPUR_06019.1 2,213377218 6,394784648 0,006673116 uncharacterized_protein
CPUR_02927.1 2,220250336 6,790655651 0,001476342 related_to_cytosolic_Cu/Zn_superoxide_dismutase
CPUR_02747.1 2,221789504 6,249401677 0,001591717 related_to_carboxylic_acid_transporter_protein
CPUR_05559.1 2,222240067 6,544641257 0,002053562 related_to_ MEAB_protein
CPUR_08198.1 2,22395362 7,657525678 0,004222053 Putative_lysosomal_cobalamin_transporter_
CPUR_00474.1 2,226799082 5,545609921 0,003157647 uncharacterized_protein
CPUR_06139.1 2,236151594 4,993939338 0,007203053 related_to_peroxisomal _ATP_carrier
CPUR_04073.1 2,242998906 8,683022403 0,005740594 Lysergyl peptide_synthetase_subunit_1
CPUR_07573.1 2,253104245 6,895173151 0,001077883 Oligopeptide_transporter_OPT-like_protein_
CPUR_03961.1 2,254763441 8,151590926 0,014885998 Aldehyde_dehydrogenase
CPUR_01884.1 2,261518093 5,62272259 0,001832712 related_to_D-arabinitol_2-dehydrogenase
CPUR_08002.1 2,261732498 5,101723855 0,02000244 uncharacterized_protein
CPUR_01600.1 2,280149608 7,603984417 0,004538095 related_to_hypothetical _protein_yqgey
CPUR_08308.1 2,297881476 5,351336522 0,008477828 uncharacterized_protein
CPUR_01188.1 2,303647865 5,082020219 0,012297211 uncharacterized_protein
CPUR_06408.1 2,304083364 7,589389533 0,005126276 Ribitol_kinase_
CPUR_04485.1 2,306326412 12,34340962 0,02059534 uncharacterized_protein
CPUR_02479.1 2,314723674 5,813016801 0,001863259 uncharacterized_protein
CPUR_02483.1 2,316421599 9,087221454 0,004869098 related_to_cell_wall_protein_cwll
CPUR_05946.1 2,3228817 6,056252554 0,005322931 Glycerol_kinase_
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_03869.1 2,32901125 8,392158912 0,005037338 Protein_yop-1_
CPUR_02794.1 2,331622882 9,510117881 0,039075562 related_to_tRNA-splicing_endonuclease_beta_chain
CPUR_08142.1 2,334663746 5,880279214 0,002316202 related_to_dimethylglycine_dehydrogenase, mitochondrial_precursor
CPUR_00353.1 2,352057781 7,745126861 0,003197705 Stomatin-like_protein_
CPUR_07668.1 2,366729336 5,331264481 0,002264127 NAD(P)_transhydrogenase_
CPUR_00356.1 2,369138639 6,577424629 0,00167895 uncharacterized_protein
CPUR_01284.1 2,375159276 6,420303912 0,00047521 related_to_reticuline_oxidase_(berberine_bridge_enzyme)
CPUR_08548.1 2,380647999 6,060725589 0,001098043 related_to_O-methylsterigmatocystin_oxidoreductase
CPUR_03699.1 2,38098524 7,136492692 0,01258102 Phophoketolase_
CPUR_07395.1 2,382523286 6,188576959 0,000623243 uncharacterized_protein
CPUR_01736.1 2,382989371 5,165009832 0,003176056 related_to_ethanolamine_kinase
CPUR_07543.1 2,402853688 9,056630223 0,00335046 uncharacterized_protein
CPUR_01762.1 2,403011514 5,690737164 0,001230379 uncharacterized_protein
CPUR_00948.1 2,409964985 6,239089636 0,00221896 related_to_2,5-diketo-D-gluconic_acid_reductase
CPUR_06223.1 2,416156941 7,961708359 0,014583273 probable_trehalose-6-phosphate_phosphatase
CPUR_00508.1 2,424606908 5,630293303 0,001112638 probable_uracil_permease
CPUR_07653.1 2,427355914 4,841641553 0,005957448 probable_succinate-fumarate_transporter
CPUR_03704.1 2,429791557 5,984771866 0,007625888 related_to_zinc_transporter
CPUR_00657.1 2,434885893 5,922075681 0,000846442 uncharacterized_protein
CPUR_05176.1 2,440153607 8,497421445 0,013571121 Sphingolipid_long_chain_base-responsive_protein_PIL1
CPUR_03793.1 2,442542838 7,440201154 0,022911282 probable_aldehyde dehydrogenase
CPUR_02417.1 2,442653863 5,863690047 0,002844741 uncharacterized_protein
CPUR_00256.1 2,444597661 7,182680451 0,000806511 Very-long-chain_3-oxoacyl-CoA _reductase
CPUR_07349.1 2,447336009 5,889025631 0,01608391 uncharacterized_protein
CPUR_01222.1 2,447407421 7,785202597 0,002545647 uncharacterized_protein
CPUR_01458.1 2,455986324 8,425290594 0,004423184 related_to_members_of the_aldo/keto_reductase_family
CPUR_00183.1 2,461457675 6,279022136 0,000513502 related_to_trichodiene_oxygenase_cytochrome_P450
CPUR_05575.1 2,475044142 5,76036572 0,000455649 related_to_senescence_marker_protein_30
CPUR_07393.1 2,485364453 6,313312717 0,00104421 related_to_fluG_protein
CPUR_08814.1 2,494933239 5,185327742 0,002316202 uncharacterized_protein
CPUR_01235.1 2,502699477 6,868564641 0,000300448 probable_homocitrate_synthase, mitochondrial _precursor
CPUR_04086.1 2,506126033 8,578374081 0,010270943 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_04062.1 2,509814355 5,043721886 0,023063257 uncharacterized_protein
CPUR_05945.1 2,524812083 4,938919083 0,009289828 Putative_acyl-CoA_dehydrogenase
CPUR_05997.1 2,541910682 4,941426688 0,006081509 Phosphate_transport_protein_ MIR1_
CPUR_04085.1 2,551757114 9,060081172 0,012522629 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_3
CPUR_02085.1 2,55245662 6,178861764 0,00039998 uncharacterized_protein
CPUR_04698.1 2,562273784 5,23052171 0,001416367 related_to_general_repressor_of_transcription
CPUR_02097.1 2,564283295 7,973611704 0,001591717 related_to_glutamate_carboxypeptidase Il
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_07155.1 2,573664814 11,01135766 0,002807141 related_to_LAP3_- member_of_the_ GAL_regulon
CPUR_02361.1 2,582433132 6,538549169 0,001038549 uncharacterized_protein
CPUR_08057.1 2,592483178 4,873044868 0,001582319 Folic_acid_synthesis_protein_
CPUR_08003.1 2,592838495 5,430918388 0,002632248 uncharacterized_protein
CPUR_07545.1 2,593951996 5,54013896 0,014913897 uncharacterized_protein
CPUR_07828.1 2,598041065 7,004708588 0,000439801 related_to_Beta-mannosidase_precursor
CPUR_06505.1 2,617914165 5,397787227 0,001257911 uncharacterized_protein
CPUR_03118.1 2,622162123 5,797214577 0,000207048 MFS_quinate_transporter_
CPUR_07777.1 2,624611179 5,884470465 0,000446561 uncharacterized_protein
CPUR_07561.1 2,639532864 7,479059188 0,003455569 uncharacterized_protein
CPUR_07144.1 2,641973614 7,940469462 0,000736342 related_to_neutral_ceramidase
CPUR_07394.1 2,645484463 9,022162922 0,003239241 Peroxidase/catalase
CPUR_07223.1 2,648001847 9,58360899 0,013362587 uncharacterized_protein
CPUR_03900.1 2,662997871 7,956453663 0,00053233 related_to_PEST_phosphatase_interacting_protein
CPUR_04074.1 2,694594854 9,139391274 0,001073343 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_1_
CPUR_03744.1 2,699173404 7,648787121 0,000462385 Phosphatidylserine_synthase
CPUR_03516.1 2,701596328 6,232754346 0,002705342 Neutral_ceramidase_
CPUR_06132.1 2,703756996 8,067237704 0,002002534 related_to_beta-1,3-glucanase
CPUR_06889.1 2,706735673 6,287284913 0,014984393 uncharacterized_protein
CPUR_06058.1 2,713030646 5,350853714 0,000323896 related_to_linoleate_diol_synthase
CPUR_04235.1 2,716788406 7,177680623 0,002633717 Putative_fructose-1,6-bisphosphatase_
CPUR_00640.1 2,733960384 9,798412699 0,00221896 related_to_phosphatidylserine_decarboxylase_2
CPUR_02588.1 2,745504678 5,649001618 0,000415085 related_to_lincomycin-condensing_protein_ImbA
CPUR_01654.1 2,74690631 5,167706306 0,000562332 GPR/FUN34_family_protein_
CPUR_07405.1 2,767089064 5,203475083 0,021665427 uncharacterized_protein
CPUR_00757.1 2,773981925 6,121264034 0,000133293 related_to_laccase_precursor
CPUR_03642.1 2,778251169 6,343497587 5,37E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07529.1 2,781975053 5,297678987 0,000407697 related_to_tetracycline_resistance_protein_from_transposon_Tn4351/Tn4400
CPUR_06547.1 2,782474229 4,977689025 0,000455321 related_to_G_protein_coupled_receptor_like_protein
CPUR_02072.1 2,784204552 7,238363412 0,027806074 uncharacterized_protein
CPUR_01853.1 2,798684652 4,329484307 0,023748955 Myo-inositol_oxygenase_
CPUR_08139.1 2,804898878 4,999175039 0,025714583 related_to_sugar_transport_protein_ STP1
CPUR_06492.1 2,81549922 5,826473989 0,000180842 related_to_sucrose_transporter_ SUT1D
CPUR_02071.1 2,818448292 6,313410738 0,015718976 uncharacterized_protein
CPUR_04688.1 2,824966371 6,286109464 1,80E-05 uncharacterized_protein
CPUR_02585.1 2,832373926 7,15591981 0,000396273 uncharacterized_protein
CPUR_08219.1 2,840512272 8,066263488 0,0005155 Auxin_Efflux_Carrier_superfamily_protein_
CPUR_04307.1 2,840888421 6,975854585 0,000317843 uncharacterized_protein
CPUR_00903.1 2,851697884 9,04693657 0,000609227 related_to_linoleate_diol_synthase
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_06137.1 2,853272403 8,326212727 0,012694196 uncharacterized_protein
CPUR_04754.1 2,856332081 7,645359969 0,000563355 Nitrate_reductase_
CPUR_05111.1 2,856994233 5,770075205 0,027363435 uncharacterized_protein
CPUR_07107.1 2,870621255 6,76492123 4,79E-05 probable_farnesyltranstransferase_(al-3)
CPUR_03521.1 2,875747493 5,157187673 0,003183522 probable_beta-glucosidase_precursor
CPUR_04026.1 2,87609613 6,415117026 3,16E-05 probable_carboxypeptidase
CPUR_04022.1 2,878218223 5,861009327 0,000339993 related_to_AM-toxin_synthetase_(AMT)
CPUR_05848.1 2,880511852 6,297686915 0,000108497 uncharacterized_protein
CPUR_07410.1 2,888921355 9,007595232 0,001007206 uncharacterized_protein
CPUR_04225.1 2,909565347 5,927835532 0,000439801 related_to_benzoate_4-monooxygenase_cytochrome_P450
CPUR_05576.1 2,914043147 11,12742422 0,01767571 uncharacterized_protein
CPUR_01075.1 2,921854351 6,590347015 5,29E-05 related_to_acid_phosphatase
CPUR_04609.1 2,930426644 8,077429431 0,010537313 uncharacterized_protein
CPUR_05570.1 2,932741157 5,142860169 0,016915277 related_to_polyketide_synthase
CPUR_01864.1 2,94838317 7,137409439 0,00010159 related_to_acetylxylan_esterase_precursor
CPUR_03717.1 2,963763721 5,103829058 0,000691434 uncharacterized_protein
CPUR_05178.1 2,973632814 9,488288594 0,000317843 Hexokinase_
CPUR_04067.1 2,986390071 7,602660479 0,025508156 L-amino-acid_oxidase
CPUR_02331.1 3,006184011 6,725155875 9,15E-05 uncharacterized_protein
CPUR_06642.1 3,013855587 7,648814258 0,000147652 Xanthine_dehydrogenase_
CPUR_02889.1 3,018510084 9,082846747 0,001125651 ThiJ/Pfpl_family_protein_
CPUR_04499.1 3,020418509 9,823038118 0,000899452 uncharacterized_protein
CPUR_06259.1 3,041024598 5,840232637 2,70E-05 probable_glutaminase_A
CPUR_03508.1 3,043899189 7,87532955 0,00046215 uncharacterized_protein
CPUR_04154.1 3,046638598 6,965938496 2,78E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03809.1 3,048707 5,813752823 1,84E-05 uncharacterized_protein
CPUR_05374.1 3,049091988 8,193059223 0,000745231 probable_glucan_1,4-alpha-glucosidase
CPUR_06568.1 3,059353859 4,626728044 0,001804837 mating_type_protein
CPUR_03624.1 3,065242311 6,300500693 6,22E-06 uncharacterized_protein
CPUR_08326.1 3,085445927 6,492662665 9,88E-05 uncharacterized_protein
CPUR_01828.1 3,093532074 10,98393289 0,000146962 probable_brefeldin_A_resistance_protein
CPUR_03451.1 3,099354492 3,837678647 0,013645872 probable_pheromone_receptor
CPUR_03034.1 3,102239021 5,752966144 2,69E-05 uncharacterized_protein
CPUR_00577.1 3,105667244 9,431384418 0,000120157 Trehalose-6-phosphate_synthase 1
CPUR_08474.1 3,111233806 5,683507857 1,14E-05 uncharacterized_protein
CPUR_01299.1 3,114971572 7,560139867 0,000338549 related_to_nitrate_assimilation_regulatory_protein_nirA
CPUR_01438.1 3,132118446 8,263450913 9,33E-05 probable_aspartic_proteinase_precursor
CPUR_08040.1 3,136789496 8,803942954 0,000790296 Meiotically_up-regulated_protein_
CPUR_00022.1 3,163386582 6,788678228 1,49E-06 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_01995.1 3,195131593 6,423491186 1,31E-06 related_to_gluconate_5-dehydrogenase
CPUR_01281.1 3,201025237 7,847029703 1,73E-05 uncharacterized_protein
CPUR_03371.1 3,228084997 3,231615252 0,049485027 related_to_chitinase
CPUR_04410.1 3,236210115 6,804488383 0,002037386 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dskl
CPUR_04624.1 3,264650925 5,983889243 1,27E-06 Amino-acid_permease_indal_
CPUR_04399.1 3,266978608 5,97669551 0,009378423 uncharacterized_protein
CPUR_03432.1 3,269660525 6,95338337 1,43E-05 NADH-cytochrome_B5_reductase, putative_
CPUR_04524.1 3,319078282 4,107712448 0,008684753 uncharacterized_protein
CPUR_07758.1 3,326601517 6,506381458 0,000901249 related_to_SUC2_-_invertase_(sucrose_hydrolyzing_enzyme)
CPUR_03524.1 3,331177345 5,388435912 8,92E-06 uncharacterized_protein
CPUR_01181.1 3,379419236 10,97723179 3,26E-05 related_to_ NAD(P)H-dependent_oxidoreductase
CPUR_05321.1 3,390496306 8,673684028 0,000374197 Aspartate-tRNA _ligase_
CPUR_04719.1 3,403123398 7,271406869 1,05E-05 Urea_active_transporter_
CPUR_02897.1 3,41028587 7,542485343 7,66E-06 uncharacterized_protein
CPUR_01210.1 3,417163671 10,12311546 0,000190551 related_to_dnasel_protein
CPUR_02643.1 3,426763883 8,632874576 4,27E-05 Deacetylase_complex_subunit_Sds3, putative
CPUR_01290.1 3,434448009 5,071809882 1,60E-05 related_to_SUC2_-_invertase_(sucrose_hydrolyzing_enzyme)
CPUR_05082.1 3,446982555 8,02570549 0,000318923 uncharacterized_protein
CPUR_00722.1 3,448520242 5,745168621 2,64E-06 related_to_dehydrogenase
CPUR_05401.1 3,484653296 4,22235582 0,030162756 related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
CPUR_06691.1 3,5024868 7,811573837 6,96E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04523.1 3,509198079 4,850410306 0,001195338 related_to_alpha-amylase_A_precursor
CPUR_02967.1 3,513204314 5,013027823 5,34E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07528.1 3,538926606 10,39515175 1,46E-05 L-xylulose_reductase_
CPUR_06946.1 3,541878852 5,438812879 6,36E-05 uncharacterized_protein
CPUR_08549.1 3,571338958 9,80477014 9,15E-05 uncharacterized_protein
CPUR_04687.1 3,57320429 4,906368984 1,11E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07554.1 3,569415361 1,354761924 0,045508845 uncharacterized_protein
CPUR_05421.1 3,61104711 5,913625517 4,51E-07 uncharacterized_protein
CPUR_00593.1 3,625310726 5,338943001 4,89E-06 Cytochrome_P450_family_protein_
CPUR_06257.1 3,629105429 5,24296765 0,001202123 uncharacterized_protein
CPUR_00209.1 3,632005378 8,504319795 0,000141453 uncharacterized_protein
CPUR_08532.1 3,6456162 5,617228203 3,60E-07 uncharacterized_protein
CPUR_02332.1 3,680934748 5,920310959 1,85E-06 uncharacterized_protein
CPUR_02019.1 3,706410496 7,776521086 1,90E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07974.1 3,717258887 7,778176629 7,78E-06 uncharacterized_protein
CPUR_02469.1 3,735035417 6,504535596 2,29E-07 uncharacterized_protein
CPUR_05431.1 3,739743861 7,547162849 6,97E-06 related_to_phenol_2-monooxygenase
CPUR_07465.1 3,776435173 9,383173439 5,12E-05 uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni ¢islo

Log2FoldChange

Log2CPM

Padj

Anotace genii

CPUR_04969.1
CPUR_08020.1
CPUR_04610.1
CPUR_04525.1
CPUR_05420.1
CPUR_06870.1
CPUR_04413.1
CPUR_07426.1
CPUR_08232.1
CPUR_05488.1
CPUR_05433.1
CPUR_02316.1
CPUR_02003.1
CPUR_04713.1
CPUR_04007.1
CPUR_03109.1
CPUR_04000.1
CPUR_03777.1
CPUR_00619.1
CPUR_00925.1
CPUR_08788.1
CPUR_04250.1
CPUR_03919.1
CPUR_00091.1
CPUR_00460.1
CPUR_02655.1
CPUR_04574.1
CPUR_07050.1
CPUR_05776.1
CPUR_03009.1
CPUR_05432.1
CPUR_07178.1
CPUR_05947.1
CPUR_03040.1
CPUR_01422.1
CPUR_06379.1
CPUR_04753.1
CPUR_05990.1
CPUR_00613.1

3,777830162
3,79829419
3,816649412
3,826058053
3,83660561
3,838806509
3,868753797
3,889994368
3,891003483
3,917972461
3,927230999
3,927653691
3,975310037
4,014527264
4,019092999
4,037986078
4,038668386
4,056723918
4,069504564
4,072184432
4,075688091
4,084133168
4,103848961
4,116121405
4,119850006
4,121245749
4,134040993
4,145643064
4,180799246
4,227199055
4,228132778
4,246782775
4,259028757
4,303414746
4,3452781
4,356780416
4,388710617
4,423129175
4,428860233

7,939733411
2,371824982
7,922874675
3,810236881
7,435248588
8,000565797
7,514895374
3,645167213
9,557210034
3,214122896
6,561106845
8,439871228
6,262722786
4,943802575
7,08027405

8,364380714
7,145528294
7,658132861
6,82735297

7,38829931

5,269851052
4,92259161

8,901632921
8,168315701
5,034270551
7,636819681
11,78700036
6,68214114

11,85150758
5,887203204
5,380593079
4,943747435
4,52158381

7,131885353
6,952169176
6,667821632
7,851635345
4,944110979
4,860869148

1,28E-06
0,045313828
6,07E-05
0,003166181
2,46E-06
0,00010904
1,56E-06
0,003176459
5,57E-06
0,045508351
5,21E-08
0,00017402
4,82E-08
6,34E-06
8,28E-09
6,65E-07
1,13E-05
0,000354055
1,94E-08
3,40E-07
0,004770137
0,000558864
1,79E-07
1,33E-06
1,33E-06
1,68E-07
8,78E-06
1,01E-08
3,95E-06
3,20E-06
0,000506518
4,68E-06
0,000115953
2,02E-09
0,000659975
2,76E-10
1,54E-06
4,22E-07
2,04E-06

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

related_to_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

Sorbitol_dehydrogenase_

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

Mitochondrial_dicarboxylate transporter_

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

related_to_oxalate_decarboxylase

uncharacterized_protein

Acyl-CoA_dehydrogenase

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

related_to_suppressor_protein_PSP1
Calcium-transporting_ATPase_3

probable_D-amino-acid_oxidase

uncharacterized_protein
Protein_bli-3_

MFS_multidrug_transporter,_putative

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein

o-methyltransferase_that_catalyse_the_methylation_of _nor-rubrofusarin_resulting_in_formation_of_rubrofusarin

uncharacterized_protein
Aquaglyceroporin_

related_to_TRI13 - cytochrome_P450

uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
uncharacterized_protein
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_04053.1 4,541653436 5,943717409 1,19E-10 related_to_triacylglycerol_lipase_Il_precursor
CPUR_05989.1 4,586504583 4,327835892 0,000412888 uncharacterized_protein
CPUR_01124.1 4,622739609 6,999276385 2,95E-11 uncharacterized_protein
CPUR_06360.1 4,650639195 7,927463548 5,95E-06 probable DNA-directed RNA_polymerase_I, II,_111_18kD_subunit
CPUR_05112.1 4,66645663 7,816822816 3,59E-08 uncharacterized_protein
CPUR_01071.1 4,79109896 13,37847659 9,01E-06 Glucose_repressible_protein_Grgl
CPUR_04079.1 4,820126599 8,472392035 5,46E-08 Chanoclavine-1_synthase _oxidoreductase
CPUR_08148.1 4,827806976 8,16995083 1,05E-08 probable_endopeptidase_K
CPUR_02587.1 4,877221007 6,599505409 1,44E-08 related_to_salicylate_1-monooxygenase
CPUR_02337.1 4,892818732 8,49794552 3,28E-09 uncharacterized_protein
CPUR_08633.1 4,904588362 10,2169095 0,00018027 uncharacterized_protein
CPUR_02605.1 4,965601803 0,777513116 0,044477032 uncharacterized_protein
CPUR_00649.1 5,11044837 8,168491023 1,19E-10 uncharacterized_protein
CPUR_02972.1 5,113215873 1,391361832 0,041874639 uncharacterized_protein
CPUR_04063.1 5,12625425 9,000241193 6,95E-10 Putative_uncharacterized_protein_
CPUR_04083.1 5,193919888 8,303701337 1,12E-09 Lysergyl_peptide_synthetase_subunit_2_
CPUR_08625.1 5,218017391 7,240146902 1,16E-07 related_to_PRY1_- strong_similarity_to_the plant PR-1 class_of pathogen_related_proteins
CPUR_02834.1 5,241083924 7,264100817 2,58E-09 uncharacterized_protein
CPUR_04078.1 5,372147291 9,215994985 4,49E-09 Dimethylallyltryptophan_N-methyltransferase
CPUR_01541.1 5,373897048 5,207355583 9,43E-10 related_to_endo-1,6-alpha-D-mannanase
CPUR_05437.1 5,394588679 9,188310749 5,61E-07 polyketide_synthase_that_catalyse the condensation_of one_acetyl-CoA_and_six_malonyl-CoA_resulting_in_formation_of nor-rubrofusarin
CPUR_05424.1 5,430232932 8,115222801 3,34E-11 uncharacterized_protein
CPUR_05445.1 5,439579249 -0,306050623 0,043582602 uncharacterized_protein
CPUR_05418.1 5,485394317 6,282690032 3,73E-07 related_to_peroxisomal_short-chain_alcohol_dehydrogenase
CPUR_08449.1 5,539964765 6,692138219 6,37E-13 related_to_extracellular_metalloproteinase
CPUR_00620.1 5,570759779 10,67277298 5,69E-10 uncharacterized_protein
CPUR_00005.1 5,619717606 4,752259685 0,000885451 related_to PRY1 - strong_similarity to the plant PR-1 class_of pathogen related proteins
CPUR_07663.1 5,644861592 7,103328148 8,55E-06 uncharacterized_protein
CPUR_08853.1 5,65767398 12,78123952 4,85E-09 uncharacterized_protein
CPUR_04892.1 5,662624059 7,273441542 3,40E-09 uncharacterized_protein
CPUR_05423.1 5,742907707 7,214036825 1,05E-06 related_to_maackiain_detoxification_protein_1
CPUR_02582.1 5,779702873 7,937305761 9,58E-08 probable_beta-glucosidase_precursor
CPUR_03774.1 5,853404268 9,431305296 2,98E-06 related_to_short-chain_alcohol_dehydrogenase
CPUR_08580.1 5,938815931 9,414323701 1,34E-12 uncharacterized_protein
CPUR_02833.1 5,960998068 10,17126555 9,32E-06 uncharacterized_protein
CPUR_01220.1 5,978980662 8,190691995 1,90E-13 related_to_cytochrome_b-large_subunit
CPUR_04021.1 5,989370437 8,681968006 2,94E-11 related_to_benzoate 4-monooxygenase_cytochrome_P450
CPUR_03482.1 6,286963589 6,949263167 2,19E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06790.1 6,294912115 6,97930436 6,10E-09 probable_dis1-suppressing_protein_kinase_dsk1
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 pramérnych normalizovanych hodnot poét readt vSech vzorku. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zékladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovani).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_05436.1 6,330460857 8,478107694 2,17E-13 uncharacterized_protein
CPUR_05711.1 6,356945515 7,283317988 1,28E-13 related_to_diaminopropionate_ammonia-lyase
CPUR_08634.1 6,358022318 11,01426024 2,63E-08 Catalase_
CPUR_05442.1 6,371528074 5,162691102 7,99E-05 uncharacterized_protein
CPUR_08903 6,400700707 7,481021425 9,09E-09 Tryptophan_dimethylallyltransferase_2_dmawW2
CPUR_08867.1 6,44614173 2,720423079 0,006081509 uncharacterized_protein
CPUR_08329.1 6,446965022 9,060875797 3,45E-14 uncharacterized_protein
CPUR_05710.1 6,491994473 9,448030201 3,69E-12 related_to_E,coli_dioxygenase
CPUR_05417.1 6,645490833 8,87288444 1,19E-10 uncharacterized_protein
CPUR_05708.1 6,661199638 9,905387902 8,84E-11 related_to_naringenin,2-oxoglutarate_3-dioxygenase
CPUR_04663.1 6,726073792 2,100413192 0,027729381 uncharacterized_protein
CPUR_05569.1 6,778726247 5,277870553 4,38E-11 uncharacterized_protein
CPUR_08327.1 6,781846525 7,341991529 3,05E-09 uncharacterized_protein
CPUR_07657.1 6,81555029 6,856149569 2,04E-12 uncharacterized_protein
CPUR_05425.1 6,975791357 6,576293041 0,000704531 uncharacterized_protein
CPUR_04075.1 6,985222925 11,13448988 3,74E-15 Putative_oxygenase_
CPUR_05422.1 7,023774782 8,67348822 7,97E-16 probable aflatoxin_efflux_pump_ AFLT
CPUR_05419.1 7,03408903 9,487279251 2,00E-09 uncharacterized_protein
CPUR_04076.1 7,130379528 10,21195009 2,65E-14 Tryptophan_dimethylallyltransferase_dmaw1
CPUR_07553.1 7,162022191 6,843301487 4,56E-13 uncharacterized_protein

CPUR_04080.1 7,339486967 8,199463246 1,18E-12 Chanoclavine-1_dehydrogenase
CPUR_04032.1 7,359541529 10,54423869 2,85E-14 Fatty_acid_hydroxylase
CPUR_05550.1 7,423624084 12,32770692 4,57E-09 uncharacterized_protein
CPUR_05426.1 7,44176097 9,576326278 3,32E-15 uncharacterized_protein
CPUR_03365.1 7,483535898 1,776012599 0,000368166 uncharacterized_protein
CPUR_05549.1 7,648391482 12,74389305 5,49E-12 uncharacterized_protein
CPUR_01221.1 7,676821755 11,41256619 3,80E-09 uncharacterized_protein
CPUR_08721.1 7,745749055 2,667030128 0,011547468 uncharacterized_protein
CPUR_03018.1 7,797145625 7,405207282 3,67E-13 uncharacterized_protein
CPUR_02338.1 7,836055125 10,33367091 4,77E-17 uncharacterized_protein
CPUR_05443.1 7,911655669 2,064838676 0,027806074 uncharacterized_protein
CPUR_05435.1 7,985039313 8,779004456 2,85E-14 uncharacterized_protein
CPUR_04077.1 7,99774705 10,2531855 2,65E-14 Agroclavine_dehydrogenase_easG
CPUR_05450.1 8,071985035 0,157643615 0,040203848 related_to_pyruvate_decarboxylase
CPUR_05434.1 8,100719209 6,622407416 2,89E-19 uncharacterized_protein
CPUR_06046.1 8,412056115 6,04759281 2,65E-14 uncharacterized_protein
CPUR_08816.1 8,474161893 0,57659986 0,011908104 uncharacterized_protein
CPUR_05427.1 8,492704624 9,514343977 1,76E-13 uncharacterized_protein
CPUR_05429.1 8,630613876 11,2940119 6,68E-12 probable_tetrahydroxynaphthalene_reductase
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Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genti (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 praimérnych normalizovanych hodnot poéta readii v8ech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million") (Pokracovdni ).

Identifika¢ni Cislo Log2FoldChange Log2CPM Padj Anotace geni
CPUR_04003.1 8,638689673 0,716822195 0,025426112 uncharacterized_protein
CPUR_05428.1 8,691721962 9,599256505 2,63E-16 probable_scytalone dehydratase
CPUR_05986.1 8,736855817 0,980893867 0,001400337 uncharacterized_protein
CPUR_04082.1 8,743344139 9,144806052 1,27E-19 Elymoclavine_monooxygenase
CPUR_04084.1 8,873911031 9,503119961 6,55E-16 Chanoclavine-1_aldehyde_oxidoreductase_
CPUR_04081.1 8,970905844 11,61696995 4,28E-18 Catalase_
CPUR_06833.1 8,974097735 1,04814323 0,031669406 uncharacterized_protein
CPUR_06861.1 9,038038365 1,114897083 0,027443225 uncharacterized_protein
CPUR_08821.1 9,214691262 4,9548926 0,001717064 related_to_phosphatase_2a_inhibitor
CPUR_08799.1 9,355667698 1,43687466 0,022161128 uncharacterized_protein
CPUR_06983.1 9,377428193 1,458957396 0,021872005 uncharacterized_protein
CPUR_03367.1 9,384886332 4,6583295 1,76E-13 uncharacterized_protein
CPUR_05444.1 9,518369269 3,683098952 0,007287096 uncharacterized_protein
CPUR_03362.1 9,685880946 1,858834753 8,12E-05 uncharacterized_protein
CPUR_05448.1 9,687230531 1,773378493 0,017431679 probable_general_amino_acid_permease
CPUR_07662.1 9,97164224 9,657813529 1,73E-20 uncharacterized_protein
CPUR_05446.1 10,07506224 4,267644249 0,000643124 related_to_stress_response_protein_rdslp
CPUR_05449.1 10,32408338 6,595333214 3,07E-05 uncharacterized_protein
CPUR_07656.1 10,52599971 9,626432019 5,50E-22 uncharacterized_protein
CPUR_08841.1 10,55263645 2,701164399 3,69E-06 uncharacterized_protein
CPUR_05817.1 10,59483697 4,835070199 2,31E-07 uncharacterized_protein
CPUR_06823.1 10,76138904 2,938138846 0,001591717 RCA-1_regulator_of_conidiation
CPUR_08753.1 11,11080555 3,215568524 0,001246554 uncharacterized_protein
CPUR_07984.1 11,36845896 6,976017162 4,52E-28 uncharacterized_protein
CPUR_03366.1 11,73316266 7,333898145 8,19E-27 related_to_putidaredoxin_reductase
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9.3 Priiloha 3 - Tabulka s DEGs mezi vzorky sklerocii kmene 20.1 a Gal404 pri padj < 0,05, vysledek programu DESeq.

Tab 17: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych gent (padj < 0,05) pfi srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR.
baseMean = primérné normalizované hodnoty dvou replikati. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody.

Identifikaé¢ni ¢islo baseMeanSklerocium_20.1  baseMeanSklerocium_404 Log,FoldChange Padj Anotace geni
CPUR_05920.1 8450,350902 715,396116 -3,56219706 3,44E-07 uncharacterized_protein
CPUR_04961.1 28602,11562 4443,129834 -2,686473659 0,006054585 Heat_shock_protein_101_
CPUR_03275.1 29998,44412 4748,660856 -2,659295047 0,002196399 probable_heat_shock protein_30
CPUR_07509.1 4804,214485 788,5727747 -2,606984754 0,011145407 uncharacterized_protein
CPUR_02075.1 3533,042856 598,458105 -2,561589089 0,019922168 uncharacterized_protein
CPUR_00387.1 20693,10589 3517,786483 -2,556410376 0,001537861 probable ALCOHOL_DEHYDROGENASE_| - ADH1
CPUR_07495.1 6497,602077 1148,42781 -2,500247222 0,003005778 related_to_sensor_protein_hoxX
CPUR_06946.1 3291,776592 713,435719 -2,206011072 0,016637897 uncharacterized_protein
CPUR_08733.1 117,6173038 992,898881 3,077546474 0,021206351 uncharacterized_protein
CPUR_05113.1 912,2880613 8559,209939 3,229916292 0,000392858 uncharacterized_protein
CPUR_08326.1 132,6964453 1434,286074 3,434131175 0,006024676 uncharacterized_protein
CPUR_05111.1 67,85613679 842,2856713 3,633758422 0,005952631 uncharacterized_protein
CPUR_02610.1 93,49067736 1234,704373 3,723199336 0,001421096 uncharacterized_protein
CPUR_04399.1 64,84030849 1021,018408 3,976974113 0,004677359 uncharacterized_protein
CPUR_06376.1 159,8389 3106,832843 4,280754157 4,53E-06 uncharacterized_protein
CPUR_04061.1 25,63454057 572,5966654 4,481358322 0,002723371 uncharacterized_protein
CPUR_03405.1 19,60288396 568,2108993 4,857288682 0,001421096 uncharacterized_protein
CPUR_08788.1 19,60288396 653,2993877 5,058606464 0,001891901 uncharacterized_protein
CPUR_05871.1 15,07914151 508,4833784 5,075574415 0,001421096 uncharacterized_protein
CPUR_05442.1 6,031656604 635,1519827 6,718403744 5,92E-05 uncharacterized_protein
CPUR_05402.1 3,015828302 334,0016306 6,791157041 0,001421096 uncharacterized_protein
CPUR_05446.1 1,507914151 346,7175865 7,845062911 0,001537861 related_to_stress_response_protein_rdslp
CPUR_08834.1 88,96693491 56749,6934 9,317127633 4,60E-24 uncharacterized_protein
CPUR_05449.1 1,507914151 1732,392774 10,16599605 1,91E-12 uncharacterized_protein
CPUR_05444.1 0 231,8168239 Inf 0,009422673 uncharacterized_protein
CPUR_06841.1 0 243,858363 Inf 0,005952631 uncharacterized_protein
CPUR_08024.1 0 313,7591076 Inf 0,000319339 uncharacterized_protein
CPUR_08821.1 0 556,7314256 Inf 3,12E-06 related_to_phosphatase 2a_inhibitor
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9.4 Priloha 4 - Tabulka s DEGs mezi vzorky sklerocii kmene 20.1 a Gal404 p¥i padj < 0,05, vysledek programu edgeR

Tab 16: Vycet signifikantné diferencialné exprimovanych genu (padj < 0,05) pii srovnani vzorkd mycelia a sklerocia Gal404. Barevné zvyraznény geny, které byly vybrany pro analyzu metodou real-time RT-qPCR. Log,CPM = Logaritmus o zakladu

2 prumérnych normalizovanych hodnot poctl readt vSech vzorkll. Log,FoldChange = logaritmus zmény exprese genu o zakladu 2. Padj = upravena hodnota pval pomoci Benjamini-Hochberg metody. CPM ("Count per million").

Identifikacni ¢islo log,FoldChange Log,CPM Padj Funkce genu
CPUR_05920.1 -3,561671919 8,434675647 0,024438683 uncharacterized_protein
CPUR_03275.1 -2,65561798 10,43399235 0,04502581 probable_heat_shock_protein
CPUR_07509.1 -2,602436078 7,804665754 0,04502581 uncharacterized_protein
CPUR_02075.1 -2,557027852 7,372812288 0,04502581 uncharacterized_protein
CPUR_08326.1 3,435078422 6,720492482 0,04502581 uncharacterized_protein
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