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Urceni kmene v klinickych izolatech (odliSeni patogennich kmenu Candida...)

Kontrola éisoty krhene pro biotechnologické procesy (Saccharomyces
cerevisiae — pivo)



Zpracovani vzorku

- zpracovani vzorku:
— z pudy: promyvani v destilované vodé — homogenizace — tfepacka ...
= klinické vzorky stérem nebo pomoci lepivé pasky ...

a pak vyseti na Sabourauduv agar nebo YPD médium — kultivace 3-7 dni pfi
teplotach cca25 C

- rozdéleni dle zpusobu déleni a pohlavniho rozmnozovani
- velikost, tvar bunék i kolonii, schopnost vytvaret hyfy
- biochemické parametry (pfedevsim schopnost fermentovat riizné cukry)

- moderni molekulérné-bioloi tody (pfedevsim PCR)
-

1118/2008.
_



Morfologicke parametry

- rozdéleni dle zpusobu pohlavniho rozmnozovani
- asko-vfecko, basidio-stopkovytrusé a deuteromycetes (neurcené)

- basidiosporogenni produkuji ureasu — na mocoviné s fenolerveni se barvi
cervene ...

- morfologie — tvar, velikost, povrch ..., asexualni a sexualni struktury,...
teplotni studie....

C.tropicalis

Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
Cornmeal-Tween 80 Chlamydospore production Small numbers, occurred Large numbers and
medium; rice agar-Tween singly and attached arrangement in contiguous
medium; Pal’s medium terminally to pairs, triplets or larger
pseudohyphae multiples attached to a
single suspensor cell
Casein medium; Staib Chlamydospore production Chlamydospore absent  Chlamydospore abundant
medium

FPhenotypic criteria C.albicans  C. dubliniensis
Growth at 42 to 45°C - -
C.albicans
Growth on hypertonic - -
Sabhouraud broth

Campanha et al., 2005, Oral DIseases



Biochemické parametry

- Biochemickeé testy — zalozeny na schopnosti utilizace uhlikatych latek
(cukru), utilizace dusikatych latek (hydrolyza mocoviny),

(napF. C. dubliniensis neni schopna utilizovat D-xyl6zu, D-trehalézu, methyl-a-D-glukosid —chybi
B-D-glukosidazova aktivita; C. albicans neni schopna utilizovat glycerol)

- chromogeni substraty

ATCC 10231(C. albicans) at 48 h. ATCC 13803 (C. tropicalis) at 48 h.
FPhenotvpic criteria C. albicans O dubliniensis

Growth on glycerol - -
Growth on p-xylose - -
Growth on - -

methyl-a-p-glucoside
Growth on p-trehalose - -
f-p-glucosidase activity -

i’ m‘:@ l“ v

API'ID 32 C

) L. Agar Basis of differentiation C. albicans C. dubliniensis
(Bio-Mérieux)
Tetrazolium salt médium Colony color determined by  Pale pink to whitish Red to maroon colonies
the ability to reduce the colonies
tetrazolium salt

Chromagar Candida Colony color determined by Light green, light-blue Dark green colonies
{Chromagar, Pans, France; f-N-acetylgalactosa- or blue green colonies
M-Tech Diagnostics Lid, minidase activity
Cheshire, UK)

Candida 1D (BioMeérieux, Colony color determined by Blue-green colonies Dark-bluish green colonies
Marcy I'Etoile, France) hexosaminidase activity

and other chromogenic
substrate



Molekularni taxonomie

- konvencéni taxonomie je problematicka :

- morfologie kvasinek neni stabilni— roztér a narast trva nékolik dni
(prodluzuje se v€asna diagnoza ...)

- VétSinu fyziologickych charakteristik Ize zvratit mutaci v jediném genu

L 2

WT-S. pombe S.pombe mutants

- molekularni taxonomie je vetSinou zalozena na odliSnosti

conzervativnich sekvenci jako napr. rDNA
- pulsni gelova elektroforéza (PFGE), fluorescence in situ hybridization
(FISH)
- Southern blot, PCR (restrikéni polymorfismus po PCR nebo pred
PFGE)
- nejnoveéji NGS a MALDI-TOF

- obtizna izolace DNA, proteinu ... z kvasinek - je tfeba nejdfive narusit silnou bunécnou
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Karyotypizace

S.c. kmeny maji podobny karyotyp — vétSinou se liSi délkou chromosomu
XII (podle poctu rDNA genu)

Pramyslové kvasinky jsou vétSinou polyploidni — homologni chromosomy
maji odliSné velikosti

Srovnani kmenu pro fylogenetické ucely (intaktni nebo RE nastépené
chromosomy)

Ur€eni pribuznosti izolatd jednoho druhu pro epidemiologické ucéely napf.
kmeny z ruznych mist od jednoho pacienta, kmeny od 2 riznych pacientu,
kmeny od zdravotniho personalu a pacientu
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PFGE

Klasicka elektroforéza dokaze rozlisit fragmenty pouze do velikosti 40-50kb
(vétSi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti nezavisle na velikosti)

PFGE = pulse field gel electrophoresis (elektroforéza s ménicim se elektrickym
polem, pfi zméneé smeru elektrického pole trva vétsim molekulam DNA déle,
nez se preorientuji - umoznuje separovat molekuly velké nékolik Mb )

» gel obsahuje vzorky DNA uvnitf agarézovych blo¢kd (minimalizace
nahodnych zlomu velkych molekul DNA)
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1. sada primeru je universalni kvasinkova (pozitivni kontrola, vysSi prouzky)
a 2. sada primeru je druhové specificka (mené konzervovany usek DNA) -
separace gelovou elektroforézou (barveni ethidium bromidem, UV

transiluminator)

po PCR muze nasledovat stépeni restrikéni endonukleasou a odliSeni druhu
na zakladé odlisné délky stépnych produktd (tzv. RFLP — restriction
fragment length polymorfism)
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Nested (,zahnizdéna“) PCR

amplifikace probiha dvoufazové

v 1. fazi je pomoci jedné sady primerl namnozena delSi sekvence nukleové
kyseliny

takto ziskané amplikony jsou pak pfeneseny do jiné amplifikaCni zkumavky

obsahujicich druhou dvojici primeru, specifickych k vnitfni oblasti useku
amplikonu

konzervovana intergenova oblast rDNA
detekce gelovou elektroforézou
eventualné sekvenace

genomova DNA

1. PCR produkt

2. PCR produkt




« 2 sady primeru, intergenova oblast rDNA

lo Species and primers used

Sequence (5'U 37

Annealing temperature (°C)

First PCR for six Malassezia species’

First PCR for three Malassezia speciest
4

First PCR for each Malassezia species
M. dermatis

M. furfur

M. globosa

M. japonica

M. obtusa

M. restricta

M. slooffiae

M. sympodialis

'} M. yamatoensis

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

ATCCTTTGCAGACGACTTGA
TGCTTAACTTCGCAGATCGG

ACCTGCAGAAGGATCATTAGTGA
TCCTCCGCTTATTGATATG

CGCACCTTGCGCTCCATGGT
AGCCTGGTTTCCCAGGCAGCGEG
TGTGTACCATAGGCACCCAC
CACGGTGATAAAGGGATGCA
TCGAGTGCATACCACACTCGAG
TACGGTGCTTTCACGGTTCT
CGTATGTGGATCTTATCCTAT
TGACTAGTGTCGTAGGCACGGTA
CATGGTCCATCTCCCACACA
AGAGAGTGCGTGGCGCATGGT
CGACCTAGTCGACTACATCCTACT
TTCGGAGATACAAGCCTCCAT
ACGCACGCTAACACAACGTG
TGTGCGATTCGAAGCGCACA
CGCACCTTGCGCTCCATGGT
GGTACAATCCCCAGGCAGVAA
CGATCAAACTTCTCTGTGTCCAG
TGTGTGGGAGGTAGAAGAGGCA

55

56

58

58

af

a4

60

55

60

58

M. sympodialis.

fCommon primers for M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. obtusa, M. restricta and M. yamatoensis. *Common primers for M. dermatis, M. slooffiae,




Multiplex PCR

— Candida glabrata
— 397bp
—
Candida nivariensis
D 293bp
—

Candida bracarensis
223bp

Univerzalni primer (konzervativni oblast 5.8S rDNA)

IIIHII;I];I—F

200 bp i

Romeo et al., J. Microbiol Met 79 (2009)




Sekvenovani

—_— Razné fluorescenéné znacené

ddNTP (zablokuji PCR reakci)

Produkty rozdeleny kapilarni
elektroforézou dle delky

10 20 an 40 50 60 0 an 90
CGATIG A TIRMGCGGCOGCE AATTCGCCCTTTCTC TACG ACG ATG ATTTACACGCATG TG C TG AAAGTTGGCOGETEGCCEGG AGTEGCGC TCACCGC
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Nova generace sekvenovani

- 300 000 jamek kazda s jednou kuliCkou obsahujici jeden typ ssDNA
- jednokrokové PCR za pritomnosti pouze jednoho typu nukleotidu (pokud dojde

k zainkorporovani pak se emituje svetlo, které je detegovano — intenzita primo
umeérna poctu nukleotidu)

luciferim

Light + oxy luciferin

Technologie 454 od firmy Roche



2. Snimek kaZdé jamky se

sklada do sekvence

DestiCka se

Jfoti“ v Case

po kaZdém

kroku

Mumlber of Basas Mumiber of Bases ws. Flow

odpovida
poétu zainkorporovanych

nukleotidfl

2147
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Studie populaci S. cerevisiae a S. paradoxus

« Sekvenace (+ hybridizace na €ipech) > 100 kmenu z rdznych koutu
sveta

 S. paradoxus — linie izolované podle lokalit
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MALDI-TOF

hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem (matrix- aSS|sted laser
desorption/ionization time-of-flight mas: neer e

Umoznuje odpareni a ionizaci netekz
pevné faze primo do plynné

Lager

Timne-0f-flight
Mass spet

Vzorek je smichan s tzv. matrici
(v molarnim poméru radové 1:10-4)

Smés se nanese na specialni kovovou ™
destiCku a necha zaschnout -~

oo e S g i e W s e ] e e VR g St ]|

Desticka se vlozi do iontoveho
zdroje a ve vakuu je ozarena pulsnim
laserem (UV)

Energii laserového pulsu absorbuje matrice a pfeda ji molekulam
analytu — odpari se
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reflektor limegrmi
(iontové zroeadio) detekior

-I-h'ln:hi wakuowe
pUmpy

ion vstupuje do vakua v trubici detektoru - z jeho pohybu vakuovanym
prostorem Ize vypocitat pomeér jeho hmotnosti a naboje (z doby letu Castice)



« MALDI-TOF hmotnostni  spektrum je  zobrazenim  Cetnosti
ionizovatelnych Castic bunecného proteomu

« Charakter spektra zavisi na krystalizaci a ionizaCnich vlastnostech
vzorku - vyska piku je rovna relativni koncentraci proteinu v misté
lonizace

 Pfi srovnavani spekter druht wuvnitf rodu se hledaji rodove
charakteristické signaly piku

« Identifikace na uroven kmenU mozna diky detekci charakteristickych

proteinl a peptidd
100 G014
C.albicans ATCC odb] 22

4787

bosim 5 gss2 200
s
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Prace s kvasinkami v laborator

« rychle se mnozici EUKARYOTNI buriky (90 min/déleni, 25-30°C)

« vytvafi kolonie na ,jednoduchych® agarovych plotnach (napf. YPD)

* na plotné narostou za 2-3 dny a ve YPD meédiu pres noc

YPD — bohaté médium = 10g/l yeast extract, 209/l pepton, 20g/l dextrose
(2%glukosa)

SD — minimalni (syntetické) meédium = 6.7g/l yeast nitrogen base w/o0 amino
acids - aminokyseliny se pridavaji dle selekce, 209/l dextrose (2% glukosa)

* |ze pouzivat klasické mikrobiologické metody (roztirani, kapkovani,
otiskovani ploten)

« do ploten je mozné pridavat testovaci latky (napf. HU, MMS ...)
HU

YPD 2,5mM 5mM 7,5mM
- ,-. \ ” ~ V

A

- ¥ O & v : P B = = | X ) & ¢
redeni

* na plotnach lze kvasinky uchovavat 1-3 mésice (v lednici)

« pro dlouhodobé uchovavani se narostlé burnky (suspenze) smichaji s

glycerolem (>15%), zamrazi se v dusiku a ulozi na -80°C




techniky barveni na fixovanych bunkach (cytoskelet, sténa ...) nebo
in vivo pomoci GFP-znacek WT

mutagenezi Ize pfipravovat teplotné senzitivni mutanty (ts, 37°C) a
chladové sensitivnhi mutanty (cs, 20°C) — napf. zastaveni bunécného cyklu
pfi 37°C

|ze pfipravovat bunécné extrakty pro analyzu DNA, proteinu ... (je tfeba
narusit silnou bunéénou sténu pomoci enzymu nebo mechanicky)

do bunék Ize transformovat DNA (pomoci octanu litného a tepelného Soku
nebo elektroporace)

linearni DNA se integruje do genomu diky vysoké frekvenci homologni
rekombinace (takto Ize pfipravovat deleCni a mutantni kmeny)

plasmidova DNA se replikuje (centromerické a multicopy plasmidy — DNA
knihovny)



« stabilni haploidni i diploidni formy (S. cerevisiae)
» haploidni bunky lze kfizit na diploidni (heterozygotni mutanty)
» diploidni buriky lze sporulovat a vyuzit pro genetickou analyzu (tetradova analyza)

Saccharomyces cerevisiae §

- (rostou) vétSinou v G1 fazi (zatimco pombe je v G2 fazi)
- Genom 12 Mbp na 16-ti chromosomech

- Kratké centromery a ARS (100bp)

- Kdéduje pres 6 000 genu

- 120 kopii rRNA, 262 tRNA

- Geny reprezentuji 75% celkové sekvence (kompaktni)

- <5% genu obsahuje introny (0.5% genomu), 3% transposony (46% u Clovéka)

: Vyhody pro praci s S.c.
— knihovny s genomovou DNA (ne cDNA)
— Kompletné osekvenovany genom (genomové aplikace)
— EuroFan projekt — delece vSech S.c. genu (+GFP, +2-hybrid)
— MikroCipy - expresni profily za riznych podminek
— Rada Zivotnich d&ju ma analogii v procesech v savéich burikach (lidské geny
testovany v kvasinkach - nemoci, metabolismus, regulacni mechanismy)



Laboratorni S.c. kmeny

S288C — 1. osekvenovany kmen
Genotype: MATa gal2 mal mel flo1 flo8-1 hap1

Notes: Strain used in the systematic sequencing project, the sequence stored in SGD. S288C does not form
pseudohyphae. In addition, since it has a mutated copy of HAP1, it is not a good strain for mitochondrial studies. S288C
strains are gal2- and they do not use galactose anaerobically.

References: Mortimer and Johnston (1986) Genetics 113:35-43.

Sources: ATCC:204508

W303 — nejCasteji pouzivany laboratorni kmen
Genotype: WATa/MATa 'eu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15

Notes: W303 also contains a bud4 mutation that causes haploids to bud with a mixture of axial and bipolar budding patterns.
In addition, the original W303 strain contains the rad5-535 allele.

References: W303 constructed by Rodney Rothstein (see detailed notes from RR).

Sources: Biosystems:YSC1058

Dvojhybridni system:
Strain Genotype References
AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52. his3-200, James et al, 1996;

galdA, gal80A, LYS2 - - GALT,,e-GALT,74-HIS3, A. Holtz, unpublished
GAL2,,,c GAL2;,;,-ADE2,
URA3 - MEL1 s s-MEL1 14 ps-lacZ

Y187 MATe, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, Harper et al., 1993
leuz-3, 112, galdAa, met-, galS0A,
URA3 - - GAL 1,45 GAL Typra-lacZ

CG-1945 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, Feilotter et al., 1994;
trp1-901, feu2-3, 112, gal4-542, gal80-538, cyh'2, C. Giroux, pers. comm.
LYS2 - GALT pe-GAL I1474-HIS3,
URA3 © » GAL4 17 merspuay CYClyara-lacz


http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?dbid=S000004246
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000050744
http://www.atcc.org/catalog/numSearch/numResults.cfm?atccNum=204508
http://wiki.yeastgenome.org/index.php/CommunityW303.html
http://www.openbiosystems.com/Query/?i=0&q=YSC1058%7COpen
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http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/redirect.pl?source=DSB_graphic&url=http://www.pnas.org/cgi/content/full/94/10/5213?terms=&searchqstr=volume:94%21firstpage:5213%21tyear:1998%21fyear:1996%21fmonth:Feb%21tmonth:Apr%21tdatedef:28+April+1998%21fdatedef:6+February+1996%21hits:10%21sendit:Search
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Allele Reverts? Notes Molecular description® Reference
. G to T transversion at nucleotide
ade2-101 yes ochre‘mutatlon, red 190, changing amino acid 64 from Gai and Voytas, 2005
colonies
a Glu to a Stop
. AAA-to-TAA ochre nonsense Rodney Rothstein, Personal
canl-100 yes ochre mutation change at codon 47 communication to SGD.
Cold sensitive; high
frequency of petite
formation, especially during
transformation. Struhl 1985; Fasullo and Davis
his3delta200 no Note that this deletion 1 kb deletion, (-205 to 835) 1988; Siram et al. YGM RNA
damages the PET56 processing mtg 1993
promoter. See Zhang et al.,
(2003) for a discussion of
this issue.
GTC-to-GTT silent change at
codon 56,
S()sz-r:(;—;}CT missene change at Hinnen et al. 1978;
G inserti(;n at nucleotide 249 Gak?er and Culbertson 1982;
leu2-3,112 no double mutant . . . ’ Meira LB et al., 1995;
- G insertion at nucleotide 792, .
. Rodney Rothstein, Personal
GTT-to-GTC silent change at .
communication to SGD.
codon 299,
GAC-to-AAC missense change at
codon 300.
trpl-1 yes amber mutation iﬁr(l}g_;oa;;ri(joﬁngger honsense McDonald, et al. 1997
ura3.52 o i Ty1 insertion (transcribing left to Rose and Winston 1984

right) at pos. 121



http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ade2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ade2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ade2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000087056
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=can1
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=can1
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=can1
http://www.yeastgenome.org/community/W303.html
http://www.yeastgenome.org/community/W303.html
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=his3
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=PET56
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000074003
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000074003
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000074003
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000074003
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000042846
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000046453
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000046453
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=leu2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=leu2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=leu2
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043265
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043265
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043265
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043265
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043265
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000042541
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000069760
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000069760
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000069760
http://www.yeastgenome.org/community/W303.html
http://www.yeastgenome.org/community/W303.html
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=trp1
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=trp1
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=trp1
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000041995
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000041995
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000041995
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ura3
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ura3
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=ura3
http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/reference/reference.pl?dbid=S000043686

Auxotrofie

marker | aktivita auxotrofie | pozn.

fosforibosylamino-imidazole- vyzaduje adenin k rustu, ¢ervené kolonie
ADE?2 | karboxylasa Ade- (metabolit)

Imidazoleglycerol-fosfat vyZzaduje histidin k rastu, inhibitor 3-aminotriazol
HIS3 dehydratasa His- (3-AT)
LEU2 Leu- vyzZaduje leucin k ristu

vyzaduje lysin k rustu, inhibitor a-aminoadipic

LYS2 o-aminoadipate reduktasa Lys- acid (aAA)
TRP1 Trp- vyzaduje tryptofan k rastu

orotidine-5’fosfat vyzaduje uracil k rustu, * 5-fluoro-orotic acid
URA3 | dekarboxylasa Ura- (FOA)

*FOA je pfeménovan Ura3p dekarboxylazou na toxicky 5-fluorouracil. URA3+
buriky nerostou, zatimco ura3- buriky jsou resistentni (dalSi zpusob selekce —

Zzpétna)

G418 (kanMX) — obdoba anti-bakterialniho antibiotika kanamycinu, hygromycin
(hyg), clonnat/noursethecin (nat) - Ize pouzit i na S.pombe a P.pastoris



Pichia pastoris

- podobné geny jako S. cerevisiae (stejna nomenklatura, schopnost komplmentace)

- genom na 4 chromosomech

- metylotrofni kvasinka (schopna rust na metanolu jako jediném zdroji uhliku)

- Metanol je odbouravan v 1.kroku alkohol oxidazou (AOX1)

- Prox4 je silny promotor (5% celkove RNA) — represe glukozou a indukce metanolem
- exprese proteinu je 10-100x vysSi (az 30% celkového proteinu)

- vytvafi kratSi glyko rfetézce (8-14 manosovych zbytku — podobné vysSim eukarytum;
S.c. 50-150 manosovych zbytku - vice imunogenni)

Schizosaccharomyces pombe

- vetsinou haploidni bunky

- pouze 3 kondenzované chromozomy (13 Mbp)

- velké repetitivni centromery (40-100kb) a 1kb pocatky replikace
- ma geny pro heterochromatin (S.c. nema)

- asi 4800 kodujicich genu (nejmené u eukaryot)

- Z nichz 43% ma introny

http://www.sanger.ac.uk/modelorgs/yeast.shtml



http://www.sanger.ac.uk/modelorgs/yeast.shtml

Laboratorni kmen
Pichia pastoris
GS1115 — expresni kmen
Genotype: his4

Notes: Invitrogen kit

Laboratorni kmen
Schizosaccharomyces pombe

501 — nejCastéji pouzivany laboratorni kmen
Genotype: h- leu1-32, ura4-A18 ade6-704

Notes: LEUZ2 gen z S.c. komplementuje leu7-32 mutaci, URA3 gen z S.c. slabé komplementuje ura4 deleci,
kolonie ade6-704 mutant jsou Cervené (jako ade2 S.c. mutanty)



