Inzynieria genetyczna: bank genéw Saccharomyces cerevisiae w

Escherichia coli
I. Bank genéw drozdzy S. cerevisiae w E. coli na wektorze bifunkcjonalnym

A. Omowienie konstrukcji banku genéw na wektorze YEplac181 wg materiatéw w skrypcie. Mapa

wektora:
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Etapy klonowania:
1. Przygotowanie DNA
a) DNA wektorowy
e Trawienie wektora enzymem BamH]I.
e Inaktywacja termiczna aktywnosci enzymu (BamHI jest termostabilny, wymaga wyzszej temperatury, 85°C).
o Traktowanie wektora alkaliczng fostataza.

b) DNA genomowy
e Trawienie enzymem Sau3AI - trawienie czeSciowe (inaktywacja termiczna enzymu w 65°C po czasie

krétszym niz wymagany dla catkowitego strawienia).
2.Ligacja
3. Transformacja
a) Transformacja szczepu E. coli DHS: F" hsdR17 (r,, m ") A (lacZYA-argF) [980AlacZ ]

e hsdR17 (r,, m"): mutacja restrykazy specyficznej dla E. coli (metylaza jest obecna)

o (lacZYA-argF): delecja B-galaktozydazy z genomu E. coli

e [p80AlacZ ]: wstawiony do genomu E .coli fragment faga ¢80 z C-koficowym fragmentem genu lacZ
b) Selekcja transformantéw na podlozu z ampicyling

4. Ocena jakosci banku (om6wiona w pkt. B)



Uwaga. Bank mozna przechowywa¢ w trzech postaciach:
e pojedynczych kolonii zawierajacych jedynie zrekombinowane plazmidy (ten spos6b jest niezwykle
pracochfonny i rzadko stosowany).
e puli kolonii amp’ zebranych z szalek, ktora w miarg potrzeb mozna ponownie wysia¢ na szalki aby otrzymac
pojedyncze kolonie (czg$¢ komérek zawiera plazmid niezrekombinowany).

e DNA wyizolowanego z puli bakterii, ktéry mozna ponownie transformowa¢ do E. coli (cz¢$¢ plazmidow to

pusty wektor).

B. Ocena jakosci banku
Zadaniem studentéw jest okreslenie liczby kolonii, ktora bedzie reprezentowata caly genom stosujac

wyliczenie wedtug skryptu.

- okreslenie udziatu plazmidéw zrekombinowanych - test na aktywnos¢ [-galaktozydazy (o-
komplementacja). Studenci otrzymuja pozywke z X-gal, na ktéra wysiano probke
transformantéw z banku (szalki w lodowce).

- okre$lenie $redniej wielkosci plazmidéw na podstawie migracji w 1% zelu agarozowym formy
CCC nietrawionych plazmidéw wyizolowanych z kilku biatych kolonii (na zelu $ciezki 5-11).
Markerami wielkosci sa plazmidy o znanej masie (Sciezka 1- wektor 5,7 kb; Sciezka 2 - 7,8
kb, $ciezka 3 - 9,4 kb; $ciezka 4 - 12,6 kb.

- wielko$¢ genomu S. cerevisiae 12,1 Mb.



