Cilené mutanty




Vytvafeni cilenych mutant

O Princip
= na zakladé homologie integrace pozménéeng alely vedouci ke zménée
studovaného genu (knock out, delece, zména funkce)
= vyvinuty metody jak prenést gen z vektoru na chromosom
integracni plazmidy (nereplikuji se v daném organismu)
Nekompatibilni plazmidy
Rekombinantni fagy

o Pouziti

4 ’ r ’ - 0

= vytvareni cilenych mutant - studium funkce genu
mutanty vybraného genu na zakladé znalosti jeho sekvence

A4 r O

= Vyrazeni genu
vkladanim rezistentnich kazet
deleci genl
57 v ’ - r 0

= vytvareni duplikaci genu - komplementace

rekombinaci Campbelova typu s jednim crossing overem se inkorporuje cely
pIazmld (neni stala mutace)

= pomoci specialnich plazmidli studium regulace z promotort
plazmidy maji homologii s genem ne nezbytnym (u B. subtilis amylasa)




Vytvafeni cilenych mutant

o 1. krok - vytvoreni konstruktu — rekombinantni techniky
= bodova mutace
= delece
= inserce kazety
= fUze promotoru s reportérovym genem
= fUze genu s reportérovym genem
o 2. krok - vneseni mutace do chromosomu - genetické
metody
= systémy vymeény allel
= zavisi na studovaneém organismu
plazmidy
Fagy
o 3. krok - isolace zadaneho mutanta




Pouziti technik rekombinantni DNA umoznuji cilené zmeéeny
basi a vyvolanim patricné mutace studium odezvy na
fenotyp
s predpokladem je znalost sekvence studované ¢asti genomu

= omezeno na bakterialni druhy, u nichz jsou vyvinuty geneticke
te”cr|1)n|ky (prenos DNA, rekombinantni vektory, systemy vymeény
alle

o Specificka zaména basi
m  studium aktivniho mista enzymu Ci transportniho proteinu
= zavedeni stop kodonu
o Vytvareni kratkych deleci
= efektivni vyrazeni genu (knockout)
= studium role enzymu v metabolismu
o Postup
= provedeni mutace v allele in vitro

= vrazeni mutantni allely do genu v chromosomu
= selekce mutovaného klonu od genetického pozadi
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Pomooci restrikénich endonukleas a exonukleas.
Pomoci PCR a modifikovanych oligonukleotidd

Dalsi studium

na arteficielnich systémech (napr. expresni vektory v E.coli)
rekombinace do pUvodniho divokého kmene.
DuleZita je volba zdmény aa k dosazeni zadaného efektu

Table 2 Substitutions accepted by homologous proteins during evolution

Cys — Ser

Thr — Ser, Ala. Val

Ala — Ser, Gly, Thr, Pro

Asn — Asp, Ser, His, Lys, Gln, Glu
Glu — Asp, Gln, Asn, His

His — Asn, Gln, Asp. Glu, Arg
Lys — Arg. Gln, Asn

[le — Val. Leu, Met

Wal — Ile. Leu, Met

Tyr — Phe, His, Trp

Ser — Ala, Thr, Asn, Glv, Pro

Pro — Ala. Ser

Gly — Ala, Ser

Asp — Glu, Asn, Gln, His, Gly

Gln — Glu, His, Asp, Asn, Lvs, Arg
Arg — Lys, His, Trp, Gln

Met — Len, Ile, Val

Leu — Met, Ile, Val, Phe

Phe — Tyr, Leu, [le

Trp — Phe, Tvr

Plapp B (1995) Site-directed mutagenesis: a tool for studying enzyme catalysis. Methods in Enzymology 249:
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C) zameéna aminokyselin
metoda single-primer
(M13 vektor)

nutnost nasledné selgkce
mutantnich klonu

o hybridizace (stringentni
pod-

o biochemické i genetickeé
pristupy

snizovani efektivnosti

O neuplna dsDNA

o opravny systém bunky
opravujici )
nemethylovany
heteroduplex

o  mutanty mutS, dam,
atd.

- Artificial
oligonucleotide
with base
changes noted
hybridized to:

— Plasmid with
gene cloned

DNA
replication

Plasmid with site-directed mutatior

Original plasmid




Heteroduplex

-
PCR-based methods Target (mutatec- parertal
gene H-:-nga;? double strand)

a,b) mutace uprostfed zadané sekvence:
pouzitim jednoho nebo

(a)
dvou komplementarnich oligo- b
nukleotidd se synthetisuje cely plasmid e PCR
' T;;EI? ' - F Mutated target gene
(b)

c) mutace v terminalni ¢asti se docili
pomoci dvou mutovanych oligonukleotidd,
kterymi se synthetisuje cely gen

d) nékolikanasobné mutace se docili dvéma
pary oligonukleotidd, vnéjsich a vnitfnich

a nasledné PCR reakce z vnégjsich oligo- LR S
nukleotidd. P
Elongation
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o  Polymerazy vhodné pro cilenou mutagenezi - presné cCtouci bez ,strand displacement™

Table 1 Commercially available DNA polymerases for site-specific mutagenesis (alphabetically by supplier)

DNA polymerase Supplier Web address
Thermolabile
T4 DNA polymerase Amersham Pharmacia http:/"www apbiotech com/stibo/owa_defanlt service/plsgl'sd m showhlodule 'nModuleid=41391
Biotech
T7 DNA polymerase {cloned) http:/wraw.apbiotech.com/stibo/owa_default_service/plsgl/sd m showModuleTnModuleid=41392
T7 Sequenase version 2.0 DNA http:/"www apbiotech com/stibo/owa_defanlt service/plsgl'sd m showModule 'nModuleid=41393
polymerase
Thermostable
SuperTaq Plus Ambion, Inc. hitp/fwaw. ambion.com/catalog/catalog? . asp?catmim=205x
Advantage cDNA polymerase mix Clontech Laboratories Inc.  hitp-/"www .clontech com/clontech/Catalog PCE/Advantage html
Advantage genomic polymerase mix
Advantage-HF polymerase mix hitp-/fwww clontech com/clontech/Catalog/ PCE/Advantage-HF html
KlenTag LA polymerase mix http:/"www clontech com/clontech/Catalog/ PCR/KlenTaq html
MasterAmp TAQurate DNA Epicentre Technologies hittp:/"www epicentre com/catalog/tagqurate htm
polymerase mix
ELONGASE enzyme mix Life Technologies Inc. http:/www? lifetech com- 80/catalog/techline/molecular biology/Mamals PPS/10480010 pdf
(Gibco brl)
Platinum® Pfx DNA polymerase hitp:/fwaw?2 lifetech com: 80/catalog/techline/molecular_biology/Manuals PPS/11708013 pdf
VentR* DNA polymerase New England Biolabs Inc.  hitp:/"www.neb com/neb/products/polymerases/254 html
T DNA polymerase Promega Corp. http://cgl promega com/catalog/catinfo asp?idx=1128
Expand High Fidelity PCE. System Roche Molecular hitp://193.197 95 199/molecula’polymera/expandta/index phtml
Pwo DNA polymerase Biochemicals http://193.197 95 199/products/644955 phtml
AccuTag LA DNA polymerase mix  Sigma http:/"www.sigma-aldrich com/sacatalog nsfProductlookup/sigmad8045?0penDocument
PfuTurbo® DNA polymerase Stratagene hitp:/www.stratagene comlper/pfiturbo hitm
Pfu DNA polymerase hitp:/fwaww. stratagene com'per/pfuhtm
Accurase polymerase mix Tetra Link International Inc.  hitp:/www tetra-link com/accurase htm




Phagemid/M13 with target gene

Transformation or infection into dut- ung— strain

=)

o Metoda zalozena na inkorporaci
deoxyuridinu

cewse @ KOmMercne dostupny jako kit
© = Muta-Genel Phagemid in vitro
Amps Tet!

Infection with helper phage, isclate single-stranded DNA

Annealing of mutagenic oligonuclectide

Mutagenesis Kit, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Mutagenic oligo
genic oo (D

Q Altered sites1 II In vitro
mutagenesis systems

Synthesis and joining of the complementary strand
with T7 polymerase and T4 ligase

Amp"

10O DL O

R = (Promega, Madison, WI, USA)
- Zalozeny na dvou mutantnich pnmereCh Transform. Uracil-containing strand is inactivated by
- mutuj ici C“OV)'/ gen v uracil-M-glycosylase
v = obnovujici Amp resistenci
v = heteroduplex transformovan do
mismatch repair'deﬁCientniCh E. Infect with helper phage, isolate phagemid

Amp Tet'
@ coli hostitelskych kmend (mutS)
Amp" Tet'

O=0




Target M Thionucleotide selection-based method

ene 7 7 V.
d = pro tvorbu druhého vldkna pouzity dNTPasS
m V4 r 14 N4 7 - -
m parentalni vlakno neobsahujici thiobase je
Denature template DMNA deg radovano
W Anneal mutagenic cligos ] Sculptor In Vitro Mutagenesis System from Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA
Target
mi  gene
T4 DMA polymerase and ligase MethYIatiOn'based method
“ then treated with Dpnl . - . C
m _m Target [ MORPH2 SiteSpecific Plasmid DNA Mutagenesis Kit, 5
i o @ gene Prime Inc.,Boulder, CO, USA)
m_m +
m
mom N
Parental plasmids are Parental-mutated
digested with Dpnl heteroduplex
Transformation

v
Wild-type Mutated
target target
gene gens

(5006) (50%)




o Inversni PCR
m ExSite2 PCR-Based Site-Directed

MUtageneSiS Klt, Stratagene) Long PCR with oligonuclectides
Fisher CL and PeiGK(1997) encoding desired mutation of
Modification of a PCR-based site- $ P
directed mutagenesis method. P P
Biotechniques 23: 570-574.

= alespori jeden primer musi byt Hgatien
fosforylovan v - -

= selekce mutant probiha na
principu methylace

= lze pouziti pro delece a inserce et - Iatergtem -
Dorrell N, Gyselman VG, Foynes S, Li e ¥ P
SR and Wren BW (1996)Improved Digestion with Dl

efficiency of inverse PCR mutagenesis. $
BioTechniques 21:604—-608.

&I

Mutant Template




Ptiprava deleci — pfesné in frame delece

o 1997 -novy systém vektorl pro mutagenesi chromosomu
o Pouziti k inaktivaci neznamych ORF

Mozno pouzit ve WT kmenech

Nevznikaji sekundarni mutace

Nemaji polarni efekt

Delece predem definované casti genu

Delece polycystronnich gent bez ovlivnéni okoli

o Vytvoreni deleci pomoci ,cross- over™ PCR in vitro na
plasmidech

o Vlozeni do chromosomu - selekce na markery na plasmidu
o Nutnd znalost sekvence a konstrukce vhodnych plasmidy



Priprava deleci — pfesné delece
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plazmidy s podminénou replikaci —

O specificky insert je vlozen do plazmidu a vpraven do recipienta

O na zaklade homologie s recipientem dojde k rekombinaci

O na zakladé vlastnosti plazmidu (resistence) a neschopnosti replikace je
mozno selektovat pouze rekombinanty v chromosomu

= pf.: podminéné replikace teplotné sensitivni, replikace v permisivnim
hostitely

= prenos transformaci Ci konjugaci
O jednoduchy crossing over — cirkularni vektor
= Duplikace selektovany na marker v plazmidu —
O dvojity crossing over —
= probihaji s malou frekvenci
Spatné se selektuji pokud neni systém primé selekce
selekce na vloZzeny marker
= knock-out — musi byt gen s markerem —




Vymena allel -

o Knock out:

= Rekombinantni technikou
vlozit ATB res. kazetu do vektoru

m Linearizovat

» Transformovat a selektovat
na ATB resistenci

= kontrola inzertu na ztratu
druhého ATB markeru
ve vektoru (B)

Gene X — E E

l:j Kanamycin cassette

B
Cut with EcoRl
and ligate

(a)

B

(b) Cut with BamH|
and transform into
@ cell with wild-type
gene X

il ///ﬁ/ 'ffl/////f/{[{/”,t,:.a'm'"'f'"'f"'f:f‘"' "“"‘ﬂ a

(© ! !
Recombination and selection

for kanamycin-resistant cells

(d)



dvoustupnova metoda

cely plazmid je integrovan do chromosomu jednoduchym crossing
overem s homolognim genem, ktery je potfeba mutovat

selekce na rezistenci nesouci plazmid

chromosomalni duplikace je segregovana homologni rekombinaci
selekce na ztratu rezistence

muze byt druhy selektivni marker na plazmidu

vystépeny nereplikujici se plazmid je ztracen v prubéhu déleni
bunéek

vznikaji dva typy bunék, mutantni a wild type
mutace musi byt potvrzena (PCR, hybridizace, restrikéni analyza)
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o Prirozena kompetence
= Integracni vektory
= Dvoustupnova metoda

= Efektivni rekombinace - neni potreba dalsich selekcnich
markeru

o Transdukci — nespecificka transdukce

(1] ohr

Plasmid

Single
Crossover

l Integration

orfd’ atr [ ori ‘orfd




Fuze genu s reportérovym genem pod kontrolou vlastniho promotoru

>< Single
Porf, Crossover

Target
Locus arfa
Integration
Farf Porf
—E——_———ﬂ—t——
orfA”  reparier atir bz o orfd,

Figure 2. Use of an integration vector to construct a reporter gene fusion under the control of the
promoter of a hypothetical open reading frame, orfA.




Vkladani do ,nepotrebného genu"

Plasmid
Double
Crossover
Target -
Locus v
Integration
target & oA abr ‘.argul:-: '

Figure 3. Use of an ectopic integration vector to insert a hypothetical open reading frame, orfA,
into a target locus on the chromosome, such as the B, subtilis amyE gene.




o Priklady druhého selektivniho
markeru

m pouziti sacB genu z B. subtiis -
produkt genu levan sucrasa je
toxicky pro G- bakterie pokud
rostou v pritomnosti 5%
sacharosy

= umoznuje primou selekci na ztratu
plazmidu

(soucasna selekce na ztratu Ampr
a resistenci k sacharose)

/2.
77

/7
ELd

Integration of plasmid into the
chromosome of a po/A mutant

] [sacBY {npt | »- { bla { y/

Transducing

fragment
(
Circulation of the transducing
fragment and autonomous
replication of plasmid clones
(a) (b)
([ TsocB) {npt ) L‘:J

ApRKmRsucrose® ApRKmSsucrose®



Priprava deleci — pfesné delece
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Nekompatibilni plazmidy
O v gramnegativnich druzich

O tfistupfovy mechanismus

mutantni DNA fragment
naklonovany do plazmidu s
Sirokym spektrem hostitelu
(konjugacni nebo mobilizovatelny)

je prenesen do rec;lplenta a _
selektovan na Str i Kan resistenci

(plazmidovy a
chromozomalni marker)

recipient je konjugovan s dalSim

donorem konjugativniho plazmidu

z IncP1 (stejné inkompatibilni

skupiny) s jinym selektivnim

marekerem - (,kickout - step®)
pPH1JI resitence na
gentamicin

nemohou oba koexistovat v jedné

burice - selekce na druhy plazmid,

ztrata prvniho

soucasna selekce na rezistenci v
integrovanem genu

pPH1Jl je termosenzitivni - ztrata
pfi zvySeni teploty na 42 °C

Prirnary Donor

tet’

X'::;phoAkan®::X

str' Xt

Recipient

X'iphoAkanTX

Cured Transconjugant

(A)

Primary Transconjugant

tet’

X ::phoAkan".:’x
str! X+

Secondary Donor

(B)

gen'

X':phoAkan':’X

Secondary Transconjugant




Pr.: replikace v permisivnim hostitely

= pGP704 - derivat pBR322 - oriE7 zameneno za
orlR6K
pro replikaci vyzaduje protein 11, produkt pir genu
v E.colimuze byt dodan na fagu lambda (Apir) —
permisivni hostitel
Nepermisivni hostitel (bez profaga Apir ) je plazmid
integrovan do chromosomu na zaklade homologie

Kontrola mozna restrikCni analyzou a hybridizaci
(inegrovany plazmid vnese unikatni restrikCni misto mezi
duplikace genu — dva hybridizaéni signaly)




A R ]

t' N p cro nutR
o e e e S
—

~

int xis redgamt' nue py cro nutR

P & O P & Q
R‘ i

O E. coli— vyuziti rekombinaénich funkci A faga

= Rekombinace nezavisla na RecA, RecBCD

= Vyhody -
EfektivnéjSi rekombinace — neni potreba efektni selekCni systém
Inserce linearni DNA ds i ss — vzdy dvojity cross-over.
Systém funguje i s kratkymi homologiemi — 30bp
Priprava mutace na plazmidu

= Popis systému -
Kmen E. coli— profag s rekombinanénimi geny gam, bel, exo,
Dale jen /inta att
Gam - inhibuje RecBCD enzymy — moznost pouziti linearni dsDNA
Exo — stejna funkce jako RecBCD - degraduje jedno viakno dsDNA

Bet — stejna funkce jako RecA — vaze se na ssDNA a iniciuje vznik
synapse a zménu homolognich viaken

. Sawitzeke et al. 1992 Genetics 130, 7-16.




A fag ,red systém"

L Replacement with double-
| stranded DNA fragment
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o Vymeéna dsDNA -

= Transformace linearni mutovanou ds DNA

= Aktivace genu A faga

= Vymeéna allel na plazmidu
o Vymeéna ssDNA -
Profag mUZe obsahovat pouze gen bet — chrani ssDNA pted degradaci
Pro pripravu deleci a bodovych mutaci

Rekombinace mechanismem vymeény vlaken - je nutny screening 1:1

Probiha snadnéji na zpozdujicim vlakné - rekombinace se ssDNA za
replikacni vidlickou - vetsi afinita k jednomu viaknu - korelace s replikaci




cos levy Fetézec cos
pravy fetézec

iny Pofadi gent
na kruznicové DNA faga A
att (48 502 nukleotidi).

Pri excisi faga pfed vstoupenim do lytické A 3os
faze muze dojit k nepfesnému vystépeni -
— fag pak nese ¢ast chDNA hostitele — 10
v chromosomu zustane Cast fagové DNA

fagovy genom je defektni a nema Cast att lokusu — (ma att lokus
integrovaného faga)

u A att lokus vzdy mezi geny gal a bio,

— defektni fag vzdy nese jeden z téchto genu

« A dgal — snadna selekce — infekce Gal- bakterii — selekce s galaktozou

— Nemaji geny pro hlavu a bi¢ik — muzZe se stabilné inkorporovat, ale nemuZze se
bez asistence reprodukovat

* Apbio — jsou schopny se mnozit, ale nemohou bez asistence vytvaret
lysogeny
— Nemaji geny pro integrasu

V tomfo misté rekombinuje
s bakteriglnim chromozomem.



Lambda jako klonovaci vektor

e Vytvoreni transdukujici partikule s
libovolnym genem
— Rekombinantni techniky — komeréni kity
— Princip
* VVyména neesencidlnich genl za rekombinantni
(geny J az N)

* Vytvoreni fagovych partikuli in vitro pomoci
bunécénych extraktll se smési fagovych proteint
(kapsidy, biciky , atd.)

* Efektivni infekce hostitelské buriky
— Vyhody
* Vetsi useky DNA nez plazmidy

* Snadna manipulovatelnost — dobre geneticky
charakterizovany

*  Mnoho modifikovanych variant - zmény v RE
mistech, polyklonovaci mista s B/W selekci,
selekéni markery,

* Snadna infekce
* Stabilita fagovych partikuli

R L
Cohesive
ends s Digestion with
restriction
enzymes
R
3
Ligation F
foreign DNA
R Foreign 1
N \
Hybrid DNA
Packaging with
‘“,"

Infective
phage
particle



Rekombinantni fagy A

Priklady rekomblnantnlch A fagu
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— Map of the Lambda gt11 insertion vector - Stratagen



 Komplementace
— Prirozenych transdukujicich ¢astic — (A — gal, bio)
— Rekombinantnich —
e duplikace vlastniho genu

— Jednoducha infekce — u pfirozenych —

* nizky obsah transdukujicich partikuli v lysatu LFT

* nizkofrekvencéni transdukce - nestabilni transduktanty (Campbell mechanismus) -
duplikace genu v chromosomu

» integrace pres gal stabilni transduktanty (2 cross-overs),

— Reinfekce druhym fagem

* integrace pres att misto - pokud existuje integrovany fag - helper
» nestabilni transduktanty (Campbell mechanismus) - duplikace faga v chromosomu
 pfi excisi stejny poCet defektnich a normalnich fagu - HFT lysaty
+ vysokofrekvencni transdukce
*  Vyuziti —

— komplementace — vytvareni ¢asteénych diploidl

— Mapovani

— Vytvareni mutant



gal~

B'






PP gal*

— o0
gal 88

1. gal~ cells are infected by both a A,,,+ and by a X' particle.
A" first integrates at B8’ as in normal lysogenisation
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2, The BF' site on Ag,+ can now undergo site-specific recombination with
the hybrid attachment site B8P’ (frequently) or PB’ {rarely)
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3. This integrates A,,/+ into the recipient chromosome, creating a
A*/X ges+ double lysogen
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The Mechanism of Transduction
mbda and E. coli.

form prophage

gal
l Integration to

T gal*

Unstable transductant Stable transductant



Archaea - Genetické pristupy

1. VétSina archaea vyzaduji extrémni rustové

podminky
= Neni rust v koloniich
Klonovani

Screening mnoha klonU
= Jina stavba bunek
Nefunguji antibiotika pusobici na bakterialni bun&&nou sténu
2. Transkripce a translace vice podobna eukaryim

= Markery a plazmidy pouzivané v bakterialni genetice
nejsou transkribovany a translatovany - nereplikuji se




Archaea - Genetické pristupy

1. Noveé systemy - poslednich 20 let
= Flze archaea promotoru s rekombinantnimi geny

= Isolace archaea plazmidu -
pfiprava podvojnych plazmidd
= Kultivaéni podminky umozniujici rist v koloniich

Halofilni euryarcheota - standartni agarové plotny s pridavkem 12-
25% NaCl a Mg+

Anaerobni methanogeny - prisné anaerobni podminky - v
uzavrenych boxech - standartni agar

Hypertermofilni metanogeny - specialni nadobi i komponenty
pevnych médii
= Typické systémy pro transfer genu
Pruzny parakrystalicky protein a glycoproteinova S- vrstva
Rigidni formy obsahujici pseudomureinovou monovrstvu

heteropolysacharidova vrstva s chemickymi vlastnostmi
chondroitinu




Archaea - Genetické pfistupy -transtormace

o Systémy pro S - vrstvu -
= Pfiprava sféroplastd -
rozruseni S vrstvy pridavkem EDTA
Transformace
Regenerace sféroplastd pfidanim divalentnich kationtd
o Rigidni bunécna sténa - Methanosarcina

= RUst v nizkych koncentracich soli — jednovrsteny rust -
sféroplasty jako u S -vrstev

= Methanotermobacter — pseudomurein
Sféroplasty inkubaci s pseudomurein endopeptidasou




Archaea - Genetické pristupy

o Markery - vybrany z archaea i bakterii

= Halofily - vétSina heterolognich proteind je denaturovana
Mevinolin - rezistence k 3-hydroxyl-3methyl glutaryl koenzymu A reduktaze
inhibitoru — inhibuje syntézu isoprenoidni lipidickou Cast retézce u archaea
Novobiocin - rezistence ke gyrase inhibitoru
Anisomycin, sparsomycin, thiostrepton - inhibitory proteint
Spontané isolované mutanty rezistentni k 5-fluoroorotic kyseliné
Auxotrofni mutanty - histidin, leucin, thymidin, tryptofan

m Metaogeny - jsou sensitivni k antibiotikim které inhibuji syntézu proteind

Puromycin, neomycin, pseudomycin
Puromycin transacetylase ze Streptomyces alboniger -

= rezistence k puromycinu
= Promotor z methyl coenzym M reduktazy z Methanosarcina

Spontani mutace v isoleucin t-RNA -rezistence k pseudomycinu

= Hypertemofily
Hygromycin — hygromycin fosfotransferaza z E. coli s promotorem
pro S. solfataricus aspartat aminotransferaza




Archaea - Genetické pristupy

o Vektory -
= halofily, metanogeny a nemetanogenni hypertermofily
= Podvojné plazmidy - E. coli
o Halofily
= pHV2 - miniplazmid - 2 ori (pHV a R6K), mevinolin, ampicilin
o Metanogeny
m pC2A - 20ri — pV2A a ColE1l) puromycin, ampicilin
o Hypertermofily
= pGT5 -
m pEXSs - ori z faga SVV1 - hygromycin




Archaea - Genetické pristupy

o Nespecificka mutageneze -
= UV a chemicky - snadna isolace x obtizna lokalizace

= Transpozony -
mariner derivaty se selekci a ori archaea i E. coli
Lokalizace - restrikce chromozomu a ligace do E. coli plazmidd

= Tepelny Sok, fixace dusiku, struktura bunécné stény




Archaea - Genetické pristupy

Knock out systémy b i
Dvojkrokovy systém — ¥
Transformace nereplikujiciho se i\ c—— — i
cirkularniho plazmidu
Ztrata markeru
Halofilni bakterie —
obnoveni uracilové auxotrofie -

vyZaduje ura auxotrof P ¥

Mevinolin — mevR — pfima ~— OR ey o

se I e k ce Wild-type Deletion mutant Deletion mutant
Sty - g Do iemiston
Requires ura— strain Requires ura— strain

No direct selection Marker cannot be reused




Archaea - Genetické pristupy

O Reportérové geny -
= Halofilni bakterie - salt tolerantni B — galaktozidaza
= Modifikovany derivat GFP
= Bakteriorodopsin — bop gen na plazmidu v bop- mutantu
purpurové zabarveni kolonii
= Metanogenni bakterie -
B - galaktozidaza, B - glucuronidaza z E. coli

Trehalaza - Bacillus subtilis
Vzdy archaea promotory a terminatory




