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Plazmidy a ich replikácia v bakteriálnych kultúrach
používaných v potravinárskom priemysle

JÁN KRAHULEC − KATARÍNA KYSELÁ − MIROSLAVA KRETOVÁ

SÚHRN. Bakteriálne kultúry rodov Acetobacter, Lactobacillus a Lactococcus majú široké
využitie v potravinárstve a v moderných biotechnológiach. K pochopeniu genetického
vybavenia potravinársky významných baktérií prispeje štúdium plazmidov buniek, ako aj
spôsoby regulácie replikácie extrachromozómových plazmidových genetických elemen−
tov. Z h¾adiska súèasných moderných biotechnológií je potrebné venova� pozornos� aj
tvorbe klonovacích vektorov vhodných pre prenos a expresiu génov v spomenutých bak−
tériach na báze vlastných kryptických plazmidov.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: plazmidový replikón; Acetobacter; Lactobacillus; Lactococcus; replikácia
plazmidov

Bakteriálne kultúry rodov Acetobacter, Lactobacillus a Lactococcus sú
zdrojom viacerých potravinársky významných enzýmov (α–amyláza, β–ga −
laktozidáza, proteináza, sacharáza) potrebných pri premene organických sub−
strátov na mnohé významné produkty, medziprodukty a aditívne látky [1−7].

Pre jednotlivé bakteriálne druhy sú charakteristické rozdiely v génovej
výbave chromozómu. Naviac sa bakteriálne druhy a kmene líšia rôznymi
extrachromozómovými elementami, ktoré sa v nich nachádzajú. Plazmidy,
ktoré sa podie¾ajú na fenotypovom prejave jednotlivých bakteriálnych dru−
hov, resp. kmeòov sa navzájom odlišujú ve¾kos�ou, poètom kópií na bunku,
èi štruktúrou génov. Z h¾adiska funkènosti plazmidov má nesmierny význam
práve oblas� minimálneho replikónu, ktorá zabezpeèuje autonómnu repli−
káciu plazmidu a poèet kópií na chromozóm hostite¾skej bunky.

Zvýšený záujem o štúdium potravinársky významných baktérií je spôso−
bený rozvojom nových molekulárno−biologických technológií, ktoré vyžadu−
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jú hlbšie poznanie genetickej výbavy baktérií, analýzu génov, replikónových
oblastí plazmidov a konštrukciu nových klonovacích systémov na báze
nových replikónov.

Plazmidové vybavenie v  bunkách Acetobacter

Prevažná väèšina baktérií octového kvasenia vo svojich bunkách obsahu−
je kryptické plazmidy s nie vždy známym vplyvom na život bunky, ktorých
ve¾kos� sa pohybuje od jednej kilobázy až po nieko¾ko desiatok kilobáz
(tab. 1). Baktérie Escherichia coli spravidla obsahujú iba jeden druh plazmi−
du, kým rod Acetobacter môže obsahova� širokú paletu plazmidov [8−16].
V troch rodoch octových baktérií sa viac ako 90 % opísaných plazmidov
nachádza v kmeòoch schopných octového kvasenia. Nedávne experimenty
potvrdili predpoklady, že väèšie plazmidy majú urèitý vz�ah k niektorým
metabolickým pochodom bunky a kódujú niektoré významné metabolické
dráhy, napr. pre biokonverziu glukózy na celulózu, metabolizmus acetánu
a iné [17−19].

Tak, ako mnohé prirodzené plazmidy z buniek Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pseudomonas sp. a ïalších bakteriálnych druhov tvoria základ
pre konštrukciu klonovacích vektorov využívaných v molekulárnej biológii,
tak aj replikaèné oblasti plazmidov buniek rodov Acetobacter, Gluconobacter
a Frauteuria sa zaèínajú využíva� pri konštrukcii klonovacích vektorov. Ako
príklad môžeme ukáza� prvé konštruované vektory pTA5001A (23,5 kb)
a pTA5001B (23 kb) z Acetobacter aceti No. 1023. Pri ich konštrukcii sa vyu−
žili replikóny z plazmidov Acetobacter a Escherichia coli, èím sa pripravili
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TAB. 1. Distribúcia plazmidov v kmeòoch Acetobacter pasteurianus.
TAB. 1. Distribution of plasmids in Acetobacter pasteurianus strains.

1 − strain, 2 − number of plasmids per cell, 3 − molecular weight of plasmids.

Kmeò1 Poèet plazmidov
na bunku2

Molekulová hmotnos�
plazmidov3 [106 g.mol−1]

A. pasteurianus IFO 3223 8 0,9; 1,0; 2,0; 2,6; 3,6; >17; >17
A. pasteurianus ATCC 33443 1 19
A. pasteurianus ATCC 7839 3 1,5; 3,5; 7,5
A. pasteurianus IAM 12073 3 1,7; 1,7; 1,8
A. pasteurianus subsp. estumensis IFO 13751 2 6,5; 10
A. pasteurianus subsp. lavaniensis IFO 13753 3 1,0; 11; >17
A. pasteurianus subsp. paradoxus IFO 13754 2 1,9; 4,3
A. pasteurianus 2374 3 2,1; 4,3; 6
A. pasteurianus 3612 1 19



dvojreplikónové kyvadlové (shuttle) vektory pre klonovanie v obidvoch bak−
teriálnych druhoch [11]. Iným príkladom je plazmid pAC1 z buniek Aceto −
bacter pasteurianus 3612 ve¾ký 18,5–19 kb [20]. Na malom fragmente EcoRI
(2,5 kb) má lokalizovaný minimálny replikón. Táto oblas� sa využila pri
konštrukcii nieko¾kých klonovacích vektorov vhodných pre klonovanie
do niektorých gramnegatívnych, ale aj grampozitívnych baktérií [21−24].

Plazmidové vybavenie v  bunkách Lactococcus

Z buniek Lactococcus bolo v poslednom období izolovaných a pomerne
podrobne charakterizovaných nieko¾ko rôznych plazmidov (tab. 2). Porov −
naním ich replikaèných oblastí − minimálnych replikónov sa ukazuje, že ide
o plazmidy s príbuzným genetickým základom. Replikácia plazmidov je zá −
vislá na prítomnosti nieko¾kých replikaèných proteínov kódovaných samot−
ným plazmidom.

Jedným z úzkospektrálnych plazmidov je pWV02 (3,8 kb) izolovaný
z baktérie Lactococcus lactis subsp. cremoris Wg2. V priebehu replikácie
sa nepozorovala prítomnos� ssDNA, èo nasvedèuje tomu, že sa nereplikuje
mechanizmom rotujúcej kružnice. Replikaèné intermediáty analyzované
dvojrozmernou elektroforézou potvrdili, že plazmid pWV02 sa replikuje
θ–mechanizmom. Tieto výsledky ukázali, že aj v bunkách Lactococcus sa
plazmidy môžu replikova� týmto mechanizmom [25].

Ove¾a komplikovanejší je plazmid pNZ4000 (40 kb) z Lactococcus lactis
NIZO B40. Obsahuje štyri funkèné replikóny, ktoré sú v samostatných plaz−
midoch schopné replikácie v bunkách L. lactis [26]. Všetky štyri replikaèné
oblasti sú homologické a patria do rodiny θ–replikónov [27]. Pre replikáciu
plazmidu postaèuje jeden z týchto replikónov. Jedným z predpokladov vzni−
ku takejto štruktúry replikónu je spojenie nieko¾kých plazmidov poèas kon−
jugácie. Tvrdenie sa opiera o prítomnos� kompletných, ale aj èiastoèných
kópií sekvencií IS−S1 prítomných na plazmide [28]. Všetky 4 replikóny
sú kompatibilné, ale vykazujú rozdiel v usporiadaní. Plazmid pNZ4000 obsa−
huje aj dve funkèné miesta oriT.

Úzkospektrálny kryptický plazmid pCI305 (8,7 kb) bol izolovaný z bu niek
Lactococcus lactis subsp. lactis UC317. Z doterajších výsledkov je zrejmá
len skutoènos�, že kóduje jeden replikaèný proteín (repB) na úseku 1158 bp
s ve¾kos�ou 46 kDa [29,30].

Replikaèná oblas� plazmidu pSK11L (78 kb) z Lactococcus lactis subsp.
cremoris SK11 bola popísaná na  fragmente PvuII ve¾kom 14,8 kb. Deleènou
analýzou sa podarilo minimalizova� replikaènú oblas� (2,3 kb) medzi štiep−
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nymi miestami pre restrikèné endonukleázy ScaI a SpeI. Organizácia repli−
kónu pSK11L je podobná replikónu s plazmidom pCI305, z èoho sa usudzu−
je, že aj plazmidy sa budú rovnako replikova� θ–mechanizmom [31].

Podobnú ve¾kos� replikaènej oblasti 2,3 kb má aj plazmid pJW563 z ïal −
šieho kmeòa Lactococcus lactis subsp. cremoris. Porovnaním replikaènej
oblasti a replikaèných proteínov kódovaných plazmidom pCI305 a pJW563
sa ukázala vysoká homológia (viac ako 80 %) s podobnými oblas�ami
aj v ïalších plazmidoch z buniek Lactococcus, ktoré sa replikujú θ–mecha−
nizmom [32].

Plazmid pUCL22 z Lactococcus lactis CNR270 subsp. lactis kóduje pro−
teín Rep22A pozostávajúci z 388 aminokyselín, ktorý sa pri autokatalytickej
regulácii špecificky viaže na regulaènú oblas� replikónu a podie¾a sa na rep−
likácii plazmidu [33].

Plazmid pND324 (3,6 kb) patrí do rodiny plazmidov, ktoré sú svojou
štruktúrou podobné plazmidom izolovaným z Lactococcus lactis repliku−
júcim sa θ–replikaèným mechanizmom. Na plazmide bola identifikovaná
komplementárna oblas� ku génu pre RepB proteín (antisense RNA −
ctRNA), ktorá slúži na reguláciu poètu kópií plazmidu v bunke. V prípade
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TAB. 2. Distribúcia plazmidov v kmeòoch rodov Lactobacillus a Lactococcus.
TAB. 2. Distribution of plasmids in strains from genera Lactobacillus and Lactococcus.

1 − strain, 2 − plasmid, 3 − molecular weight of plasmids.

Kmeò1 Plazmid2 Ve¾kos� molekuly
plazmidu3 [kb]

Lactococcus lactis subsp. cremoris Wg2 pWV02 3,8
Lactococcus lactis NIZO B40 pNZ4000 40
Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11 pSK11L 78
Lactococcus lactis subsp. cremoris pJW563
Lactococcus lactis subsp. lactis CNR270 pUCL22
Lactococcus lactis subsp. lactis LL 57−1 pND324 3,6
Lactococcus sp. pWV01
Lactococcus lactis subsp. cremoris 2204 pWC1 2,8
Lactococcus lactis subsp. lactis UC317 PCI305 8,7
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides FR52 pFR18 1,8
Lactobacillus curvatus LTH683 pLC2 2,5
Lactobacillus heigardii pLAB1000 3,3
Lactobacillus heugardii pLAB2000 9,1
Lactobacillus plantarum CCM1904 pLP1 2,1
Lactobacillus fermentum pLM3 5,7
Lactobacillus pentosum MD353 p353−2 2,4
Lactobacillus plantarum ATCC8014 p8014−2 1,9



mutácie génu zodpovedného za syntézu ctRNA, dochádza k 1,8−násobnému
zvýšeniu poètu kópií plazmidu v bunke. Podobná promótorová sekvencia
ctRNA bola identifikovate¾ná aj u ïalších 12 študovaných plazmidov. Autori
predpokladajú, že plazmidy by sa tiež mohli replikova� θ–mechanizmom
[34].

Jednovláknový poèiatok replikácie charakterizujúci replikáciu mechaniz−
mom rotujúcej kružnice bol identifikovaný na plazmide pWW01 z Lacto −
coccus sp. Funkèný replikón je na úseku 250 bp a niektoré obrátené opako−
vania sú podobné s repetíciami bakteriofágu ΦX174 z buniek E. coli.
Doteraz nie je jasné, ako dochádza k premene replikovanej ssDNA
na dsDNA, keï nie je nutná prítomnos� RNA polymerázy. Predpokladá sa
nejaký alternatívny doteraz nepopísaný mechanizmus replikácie [35].

Poèiatok replikácie kryptického plazmidu pWC1 (2,8 kb) z buniek Lacto −
coccus lactis subsp. cremoris 2204 nie je homologický s replikónmi z plazmi−
dov pFX3 a s pCI305. Plazmid je kompatibilný s obidvoma plazmidmi a rep−
likón kóduje replikaèný proteín s 316 aminokyselinami. Okrem buniek
Lactococcus je plazmid schopný replikova� sa mechanizmom rotujúcej kru−
žnice aj v bunkách Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis a Sta −
phy lococcus aureus, ale nie v bunkách E. coli [36].

Plazmidové vybavenie v  bunkách Lactobaci l lus

Lactobacillus fermentum je jednou z baktérií mlieèneho kysnutia, ktoré sa
najèastejšie vyskytujú v zažívacom trakte hlodavcov, ošípaných a tiež èlove−
ka. Bol z nich izolovaný a charakterizovaný plazmid pLEM3 (5,7 kb) s gé −
nom rezistencie na erytromycín. Porovnaním primárnej štruktúry plazmidu
sa dokázala jeho príbuznos� s plazmidmi rodiny pC194, ktorá sa replikuje
mechanizmom rotujúcej kružnice. Oblas� génu kódujúceho rezistenciu
na erytromycín pochádza z konjugatívneho transpozónu Tn1545 [37].

Plazmidy p353−2 (2,4 kb) z Lactobacillus pentosus MD353 a p8014−2
(1,9 kb) z Lactobacillus plantarum ATCC8014 sú identické na 81,5 % a nesú
charakteristické oblasti v poèiatku replikácie na (+)−vlákne, ako aj
na (–)−vlák ne dvojvláknovej molekuly plazmidu, ktoré zodpovedajú mecha−
nizmu replikácie rotujúcou kružnicou. Poèiatok replikácie (–)−vlákna plazmi−
du má schopnos� meni� ssDNA na dsDNA. Plazmidy pLPE323, pLPE350
a pLPC37 od vodené od plazmidov p353−2 a p8014−2 replikónu sú štruktúrne
a segregaène stabilné v Lactobacillus pentosus MD353, Lactobacillus planta−
rum ATCC 8014 a v Lactobacillus casei ATCC 393 [38].

Oblas� potrebná na replikáciu plazmidu pLA103 z Lactobacillus acido −
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philus TK8912 obsahuje otvorený èítací rámec (orfA) pre proteín s 282 ami−
nokyselinami. Proteín je homologický s proteínom z plazmidu izolovaného
z Pediococcus halophilus [39].

Bakteriálny kmeò Lactobacillus curvatus LTH683, pôvodne izolovaný
z tepelne neopracovanej salámy, obsahuje kryptický plazmid pLC2. Zistená
sekvencia a genetická organizácia celého plazmidu ve¾kého 2489 bp sa pou−
žila ako základ na konštrukciu série vektorov pre bunky Lactobacillus. Repli −
kónová oblas� plazmidu pLC2 má homologické poradie nukleotidov
so sekvenciami plazmidov z grampozitívnych baktérií replikujúcich sa
mechanizmom rotujúcej kružnice. Plazmid má tri otvorené èítacie rámce pre
kódovanie proteínov. Prvý a tretí proteín nie je homologický s proteínmi
grampozitívnych baktérií, naproti tomu druhý proteín má ve¾mi vysokú
homológiu. Podobne ako v predchádzajúcom prípade sa replikón plazmidu
pLR2 využil na konštrukciu vektorov pre klonovanie v laktobaciloch [40].

Plazmid pLR2 sa využil aj na konštrukciu dvojreplikónových kyvadlových
vektorov pre klonovanie do buniek Escherichia coli a priemyselne využívanej
baktérie Lactobacillus casei. Plazmid sa replikuje mechanizmom rotujúcej
kružnice a stabilita v bunkách L. casei sa zvyšuje, keï je jeden z dvoch aktív−
nych poèiatkov replikácie invertovaný [41].

Na konštrukciu kyvadlových vektorov založených na endogénnom repli−
kóne bol využitý malý kryptický plazmid pLP1 z Lactobacillus plantarum
CCM1904. Pre replikáciu plazmidu v grampozitívnych bunkách je nevyhnut−
ne potrebný vlastný Rep proteín [42].

Mechanizmy replikácie  bakteriálnych plazmidov

Z h¾adiska molekulárno−biologických štúdií má nesmierny význam štú −
dium replikaèných oblastí jednotlivých plazmidov. Je dôležité pozna� štruk−
túru a funkciu minimálnych replikaèných oblastí plazmidov, aby sme sa
mohli bližšie oboznámi� s princípmi replikácie a regulácie replikácie študo−
vaných plazmidov.

Plazmidy sú autonómne sa replikujúce extrachromozómové elementy
v bakteriálnych bunkách. Replikujú sa jedným z troch základných mechaniz−
mov: θ–replikaèným mechanizmom, mechanizmov rotujúcej kružnice
a mechanizmom prestaveného vlákna. Plazmidy v bunkách octových bakté−
rií sa replikujú prevažne mechanizmom rotujúcej kružnice, naproti tomu
druhé dva mechanizmy sú preferované v bunkách grampozitívnych baktérií.
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Replikácia mechanizmom rotujúcej  kružnice

Prvá skupina bakteriálnych plazmidov sa v bunkách replikuje spôsobom
oznaèeným ako replikácia mechanizmom rotujúcej kružnice (RC), prièom
replikácia prebieha z poèiatku replikácie iba v jednom smere (obr. 1).

Prvým krokom replikácie je interakcia dvojvláknového poèiatku repli−
kácie plazmidu s iniciaènými proteínmi [43]. Poèiatok replikácie má ve¾kos�
približne 100 bp a je zložený z dvoch èastí: miesta pre väzbu Rep proteínu
a miesta prerušenia vlákna, prièom sa zaèína replikácia výluène vedúceho
vlákna. Obidve èasti sú nevyhnutné pre iniciáciu replikácie [44−48].
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OBR. 1. Replikácia plazmidu mechanizmom rotujúcej kružnice.
FIG. 1. Plasmid replication by the rolling circle mechanism.



Rep proteín rozpoznáva a priamo sa viaže na priame alebo obrátené opa−
kovania (iteróny) v poèiatku replikácie, kde následne v špecifickom mieste
preruší vlákno. V poèiatku replikácie sa viažu aj ïalšie hostite¾ské proteíny
ako DNA helikáza potrebná pri dešpiralizácii plazmidu, SSB proteíny, ktoré
zabraòujú reasociácii vlákien DNA a DNA polymeráza III, ktorá zabezpe−
èuje replikáciu celého plazmidu, prièom ako prajmer slúži koniec rodi −
èovského vlákna [47,49,50].

K iniciácii replikácie je potrebné miesto väzby Rep proteínu, ako aj špe−
cifické miesto prerušenia vlákna v ori oblasti, prièom pre termináciu je toto
miesto väzby neesenciálne. Pri terminácii pokraèuje replikácia asi 10 nukleo −
tidov za špecifické miesto prerušenia vlákna a potom nastane samotné pre−
rušenie v špecifickom mieste, ale už na vlákne novovytvorenom Rep pro −
teínom. Na spojení sa zúèastòuje aj Rep proteín, prièom vznikne jedna
super špiralizovaná molekula zložená z jedného dcérskeho a jedného rodi−
èovského vlákna a jeden jednovláknový intermediát.

Jednovláknový intermediát sa zaèína replikova� od jednovláknového po −
èiatku replikácie, ktorých je na plazmide viac typov. Hlavné rozdiely medzi
nimi sú v ich rozdielnej sekundárnej štruktúre [51−57]. Pri tvorbe komple−
mentárneho vlákna k jednovláknovému intermediátu sú potrebné
hostite¾ské proteíny tak ako pri replikácii vedúceho vlákna, navyše RNA po −
lymeráza (primáza) zabezpeèí tvorbu RNA prajmerov [51,56,58−61].

Replikácia θ–mechanizmom

Replikácia bakteriálnych plazmidov θ–mechanizmom prebieha z poèiat−
ku replikácie v obidvoch smeroch, prièom nie je potrebné prerušenie mole−
kuly DNA v oblasti ori ako pri mechanizme replikácie rotujúcou kružnicou
(obr. 2). Na replikácii sa zúèastòujú niektoré proteíny, ktoré zabezpeèujú
rozpoznávanie oblasti ori, vytvorenie v oblasti prajmeru komplexu nukleovej
kyseliny s proteínom (predprajmerový komplex), ktorý zabezpeèuje proces
elongácie a terminácie replikácie.

Prvým iniciaèným proteínom je proteín DnaA, ktorý v oblasti ori rozpoz −
náva pä� opakujúcich sa sekvencií (R1 až R5), na ktoré sa naviaže 20 až 30
molekúl komplexu DnaA−ATP [61]. Proteín DnaA má afinitu nielen k ATP,
ale aj k ADP a AMP. Replikácia však môže prebieha� iba v komplexe
DnaA−ATP [62]. Proteíny DnaB a DnaC na opakovaniach R1 až R5 rozpo−
znávajú komplex DnaA−ATP, na ktorý sa viažu, prièom vytvoria ve¾kú
nukleo proteínovú štruktúru oznaèovanú ako predprajmerový komplex,
ktorý je stimulovaný proteínmi HU. Proteín DnaB dešpiralizuje molekulu
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DNA v okolí miesta ori a následne sa na oddelené vlákna naviažu proteíny
SSB, ktoré zabraòujú ich spätnej špiralizácii. Syntéza prajmeru závisí
od prítomnosti primázy a štyroch proteínov: DnaA, DnaB, DnaC a DNA
gyrázy. Pri elongácii oboch vlákien DNA sa zúèastòuje DNA polymeráza III,
ktorej aktivita závisí od úrovne dešpiralizácie molekuly DNA proteínom
DnaB [62,63].

Terminácia, podobne ako iniciácia, je opä� trochu zložitejšia a prebieha
pomerne pomaly. Po replikácii približne iba tretina replikovaných molekúl
vytvorí úplné kruhové monoméry DNA, zvyšok nedokonèí terminaènú alebo
segregaènú èas� replikácie. Spomalenie reakcie má za následok približovanie
sa enzýmov k úplnému koncu replikácie, kde pôsobí už ve¾ký topologický
tlak. Preto iba jedna tretina koneèných reakèných produktov má úplnú
θ–štruktúru, väèšina z nich obsahuje malý úsek nereplikovaného rodièovské−
ho vlákna. Je pravdepodobné, že tieto neskoré replikaèné intermediáty sú
prekurzormi k inému väèšiemu produktu reakcie in vitro, nieko¾kokrát pre−
pletených, katenovaných dimérov [64]. Nieko¾konásobné prepletenie medzi
vznikajúcimi vláknami v terminaènom štádiu replikácie je samovo¾ný proces,
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OBR. 2. Replikácia plazmidu θ–mechanizmom.
FIG. 2. Plasmid replication by θ–mechanism.



ktorého sa nezúèastòujú DNA topoizomerázy. Za týchto podmienok znáso−
bené topologické väzby medzi rodièovskými vláknami, ktoré existujú v ne −
skorých θ–štruktúrach, sú èiastoène alebo úplne transformované do preple−
tených dvojvláken za replikaènými vidlicami [65].

Na konci replikácie vzniknú dva plazmidy, ktoré majú kompletné rodi−
èovské vlákno a dcérske vlákno s prajmerom a prerušením v mieste ukonèe−
nia replikácie. DNA ligáza a DNA polymeráza I prítomné v podmienkach
in vivo tieto nedostatky odstránia.

Replikácia plazmidov mechanizmom prestavenia vlákna

Tretím možným mechanizmom replikácie je mechanizmus prestavenia
vlákna, prièom reprezentantom tohoto typu sú plazmidy inkompatibilnej
rodiny IncQ s hlavným reprezentantom plazmidom pRSF1010 [66] (obr. 3).
Pri replikácii nedochádza k prerušeniu rodièovského vlákna a každé rodi−
èovské vlákno sa replikuje nezávisle [67].

Minimálny replikón obsahuje tri priame identické opakovania (iteróny)
dlhé 20 bp a jedno polovièné opakovanie, úsek 174 bp s prevahou párov
G–C, úsek 28 bp obsahujúci prevažne nukleotidové páry A–T, nieko¾ko
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OBR. 3. Replikácia plazmidu mechanizmom prestavenia vlákna.
FIG. 3. Plasmid replication by the strand displacement mechanism.



neesen ciálnych úsekov a dve palindromatické sekvencie ssiA a ssiB, každé
na inom rodièovskom vlákne [66]. Opakovania slúžia ako rozpoznávacie
miesto pre proteín RepC, ktorý spolu s RepA helikázou rozpletú dvojvlákno
v mieste ssiA a ssiB. Proteín RepA sa viaže na obidvoch vláknach na úsek
obsahujúci prevažne páry A–T v blízkosti proteínu RepC [68,79]. Proteín
RepA sa zaène pohybova� v smere 5´→3´po molekule DNA, druhá mole−
kula sa už nemôže naviaza�, lebo jej bráni proteín RepC, èo spôsobí oddele−
nie vlákien od seba a aktivujú sa miesta ssi. V mieste ssi sa vytvorí oèko a pa −
lindrómová sekvencia je miestom väzby RepB primázy [70]. Proteín RepB
vytvorí prajmery na obidvoch vláknach a samotná replikácia potom prebie−
ha nezávisle na obidvoch vláknach v smere 5´→3´ [63]. Iniciácia replikácie
je úplne nezávislá na hostite¾ských proteínoch, prièom pri elongácii sa vyu−
žívajú proteíny SSB a DNA polymeráza III. Tento mechanizmus je iba zdan−
livo podobný θ–mechanizmu replikácie. Pri tomto mechanizme replikácie
sa jedno i druhé vlákno replikujú nezávisle na sebe, každé plynule v smere
5´→3´, vždy ako vedúce vlákno DNA.
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Plasmids and their replication in bacterial cultures used in food technology

KRAHULEC, J. − KYSELÁ, K. − KRETOVÁ, M.: Bull. potrav. Výsk., 40, 2001, p. 157−171.

SUMMARY. Bacterial  cultures from the genera Acetobacter, Lactobacillus and Lactococcus
play an important role in food production and food biotechnology. Study of plasmids as well
as of the regulation of extrachromosomal genetic elements replication contributes to  better
understanding of the genotypes of bacteria used in food technology. From the point of view
of biotechnology , it is necessary to pay attention to the construction of cloning vectors based
on own cryptic plasmids, suitable for the gene transfer and expression.
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