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Schemat 2. Miejsca przylaczenia starterow do syntezy genu opornosci na plazmidzie pACYC184

Zsyntetyzowane w reakcji PCR elementy kazdej z zaprojektowanych kaset genowych faczono ze
sobg w reakgji Gibsona (Schemat 3) i uzyskanymi kasetami transformowano kompetentne
komorki szczepu BRZ63. B
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KOMPLETNA KASETA GENOWA
Schemat 3. Sktadanie kaset genowych w reakcji Gibsona

Selekcje transformantow prowadzono na statym podfozu LB z dodatkiem tetracykliny. W celu
szybkiej identyfikacji mutanta, z wyrostych kolonii przeprowadzano Colony PCR. Z potencjalnych
mutantéw izolowano chromosomowe DNA i weryfikowano obecnos¢ kasety genowej w
okreslonym miejscu modyfikowanego genu.
Wplyw wygenerowanej mutacji na aktywnos¢ antagonistyczng szczepu BRZ63 testowano w
podwdjnej hodowli z Fusarium avenaceum.
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Rys. 3. Elektroforogram przedstawiajacy produkty reakdi Colony PCR
7 kolonii wyrostych na podtozu selekcyjnym: 1., 2. i 4. fragment DNA
o diugosci 626 pz odpowiadajacy sekwencji genu bglX bez insertu, 3.
fragment DNA o diugodd 1512 pz, odpowiadajacy sekwencji genu

Rys. 4. Elektroforogram po amplifikacji DNA na matrycy, ktorg
stanowito chromosomowe DNA potencialnego mutanta: 1.
obecnost kasety w obrebie genu bglX; 2. obecnos¢ genu tet w
obrebie genu bglX; 3. migjsce styku kasety z genem bglX (UP);

bglx z wbudowang kasetg 4. migjsce styku kasety z genem bglXx (DW)
J— — gen opornosci el s DNA chromosomowe szczepu BRZGY
DNA chromosomowe szezepu BREG FR— "

Schemat 4. Miejsca przylaczenia sie starterdw sprawdzajacych wbudowanie kasety genowej w okreslone
migjsce w genie bglX

Inaktywacja genu B-glukozydazy u szczepu BRZ63 nie wptyneta istotnie na hamowanie wzrostu
patogennego grzyba F. avenaceum przez ten szczep. Obserwowano jedynie zmiany w morfologii
grzybni rosnacej w obecnosci uzyskanego mutanta.
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Rys. 5 Ocena wplywu wprowadzonej mutadji na aktywnos¢ biologiczng szczepu BRZ63. 1. Wzrost Fusarium avenaceum - kontrola;

2, wzrost Fusarium avenaceumn w obecnosci BRZ63 typu dzikiego; 3. warost Fusarium avenaceurn w obecnosd BRZ63 bglX mut
Opracowana metoda umozliwia wprowadzenie mutacji w chromosomie szczepu BRZ63.
Wyciszenie jednego z mechanizmoéw biokontroli nie wplywa znaczaco na aktywnos¢ antagonistyczng
badanego szczepu.




