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Plazmidy a ich replikacia v bakteridlnych kultirach
pouzivanych v potraviniarskom priemysle

JAN KRAHULEC - KATARINA KYSELA - MIROSLAVA KRETOVA

SUHRN. Bakteridlne kultiry rodov Acetobacter, Lactobacillus a Lactococcus maju Siroké
vyuzitie v potravindrstve a v modernych biotechnoldgiach. K pochopeniu genetického
vybavenia potravindrsky vyznamnych baktérii prispeje Stidium plazmidov buniek, ako aj
sposoby reguldcie replikdcie extrachromozomovych plazmidovych genetickych elemen-
tov. Z hladiska sucasnych modernych biotechnoldgif je potrebné venovat pozornost aj
tvorbe klonovacich vektorov vhodnych pre prenos a expresiu génov v spomenutych bak-
tériach na bdze vlastnych kryptickych plazmidov.

KIUCOVE SLOVA: plazmidovy replikon; Acetobacter; Lactobacillus; Lactococcus; replikdcia
plazmidov

Bakteridlne kultiry rodov Acetobacter, Lactobacillus a Lactococcus su
zdrojom viacerych potravindrsky vyznamnych enzymov (o—amyldza, f—ga-
laktoziddza, proteindza, sachardza) potrebnych pri premene organickych sub-
stratov na mnohé€ vyznamné produkty, medziprodukty a aditivne latky [1-7].

Pre jednotlivé bakteridlne druhy su charakteristické rozdiely v génovej
vybave chromozému. Naviac sa bakteridlne druhy a kmene I§ia r6znymi
extrachromozémovymi elementami, ktoré sa v nich nachddzaju. Plazmidy,
ktoré sa podielaju na fenotypovom prejave jednotlivych bakteridlnych dru-
hov, resp. kmenov sa navzajom odliSuju velkostou, po¢tom képif na bunku,
¢i Struktirou génov. Z hladiska funkénosti plazmidov ma nesmierny vyznam
préve oblast minimdlneho replikdnu, ktord zabezpecuje autonémnu repli-
kaciu plazmidu a pocet kopii na chromozom hostitelskej bunky.

ZvySeny zdujem o Stidium potravindrsky vyznamnych baktérif je sposo-
beny rozvojom novych molekuldrno-biologickych technoldgif, ktoré vyzadu-
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ju hlbsie poznanie genetickej vybavy baktérii, analyzu génov, replikénovych
oblasti plazmidov a konStrukciu novych klonovacich systémov na bdze
novych replikénov.

Plazmidové vybavenie v bunkach Acetobacter

Prevazna vacsina baktérii octového kvasenia vo svojich bunkéch obsahu-
je kryptické plazmidy s nie vZdy zndmym vplyvom na Zivot bunky, ktorych
velkost sa pohybuje od jednej kilobdzy az po niekolko desiatok kilobadz
(tab. 1). Baktérie Escherichia coli spravidla obsahuju iba jeden druh plazmi-
du, kym rod Acetobacter mdze obsahovat Siroku paletu plazmidov [8-16].
V troch rodoch octovych baktérii sa viac ako 90 % opisanych plazmidov
nachddza v kmenoch schopnych octového kvasenia. Neddvne experimenty
potvrdili predpoklady, ze vicSie plazmidy maji urcity vztah k niektorym
metabolickym pochodom bunky a kdduju niektoré vyznamné metabolické
drahy, napr. pre biokonverziu glukdzy na celulézu, metabolizmus acetdnu
ainé [17-19].

Tak, ako mnohé prirodzené plazmidy z buniek Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Pseudomonas sp. a dalSich bakteridlnych druhov tvoria zaklad
pre konstrukciu klonovacich vektorov vyuzivanych v molekuldrnej bioldgii,
tak aj replikac¢né oblasti plazmidov buniek rodov Acetobacter, Gluconobacter
a Frauteuria sa zacinaju vyuzivat pri konstrukcii klonovacich vektorov. Ako
priklad mdéZzeme ukdzat prvé konStruované vektory pTAS001A (23,5 kb)
a pTA5001B (23 kb) z Acetobacter aceti No. 1023. Pri ich konStrukcii sa vyu-
zili replikdny z plazmidov Acetobacter a Escherichia coli, ¢im sa pripravili

TaB. 1. Distribicia plazmidov v kmenoch Acetobacter pasteurianus.
TAB. 1. Distribution of plasmids in Acetobacter pasteurianus strains.

Kmeiil Pocet plazmidov Mole.kulové hmotnost
na bunku? plazmidov? [10¢ g.mol!]
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 1AM 12073 3 1,7;1,7; 1,8
A. pasteurianus subsp. estumensis IFO 13751 2 6,5; 10
A. pasteurianus subsp. lavaniensis | 1FO 13753 3 1,0; 11; >17
A. pasteurianus subsp. paradoxus IFO 13754 2 1,9; 4,3
A. pasteurianus 2374 3 2,1;43;6
A. pasteurianus 3612 1 19

1 - strain, 2 - number of plasmids per cell, 3 - molecular weight of plasmids.
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dvojreplikonové kyvadlové (shuttle) vektory pre klonovanie v obidvoch bak-
teridlnych druhoch [11]. Inym prikladom je plazmid pAC1 z buniek Aceto-
bacter pasteurianus 3612 velky 18,5-19 kb [20]. Na malom fragmente EcoRI
(2,5 kb) mé lokalizovany minimdlny replikon. Tito oblast sa vyuZila pri
konstrukcii niekolkych klonovacich vektorov vhodnych pre klonovanie
do niektorych gramnegativnych, ale aj grampozitivnych baktérif [21-24].

Plazmidové vybavenie v bunkach Lactococcus

Z buniek Lactococcus bolo v poslednom obdobi izolovanych a pomerne
podrobne charakterizovanych niekolko réznych plazmidov (tab. 2). Porov-
nanim ich replika¢nych oblasti - minimdlnych replikonov sa ukazuje, Ze ide
o plazmidy s pribuznym genetickym zakladom. Replikdcia plazmidov je za-
visld na pritomnosti niekolkych replikacnych proteinov kédovanych samot-
nym plazmidom.

Jednym z uzkospektrdlnych plazmidov je pWVO02 (3,8 kb) izolovany
z baktérie Lactococcus lactis subsp. cremoris Wg2. V priebehu replikdcie
sa nepozorovala pritomnost ssDNA, ¢o nasvedcuje tomu, Ze sa nereplikuje
mechanizmom rotujicej kruznice. Replika¢né intermedidty analyzované
dvojrozmernou elektroforézou potvrdili, Ze plazmid pWVO02 sa replikuje
0—mechanizmom. Tieto vysledky ukdzali, Ze aj v bunkdch Lactococcus sa
plazmidy mdZu replikovat tymto mechanizmom [25].

Ovela komplikovanejsi je plazmid pNZ4000 (40 kb) z Lactococcus lactis
NIZO B40. Obsahuje Styri funkéné replikdny, ktoré su v samostatnych plaz-
midoch schopné replikicie v bunkach L. lactis [26]. VSetky Styri replikacné
oblasti si homologické a patria do rodiny 6-replikénov [27]. Pre replikdciu
plazmidu postacuje jeden z tychto replikénov. Jednym z predpokladov vzni-
ku takejto Struktury replikénu je spojenie niekolkych plazmidov pocas kon-
jugécie. Tvrdenie sa opiera o pritomnost kompletnych, ale aj ¢iasto¢nych
kopii sekvencii IS§-S1 pritomnych na plazmide [28]. VSetky 4 replikény
su kompatibilné, ale vykazuju rozdiel v usporiadani. Plazmid pNZ4000 obsa-
huje aj dve funkéné miesta ori'T.

Uzkospektralny krypticky plazmid pCI305 (8,7 kb) bol izolovany z buniek
Lactococcus lactis subsp. lactis UC317. Z doterajSich vysledkov je zrejma
len skutoc¢nost, ze kdduje jeden replikacny protein (repB) na useku 1158 bp
s velkostou 46 kDa [29,30].

Replikacna oblast plazmidu pSK11L (78 kb) z Lactococcus lactis subsp.
cremoris SK11 bola popisand na fragmente Pvull velkom 14,8 kb. Dele¢nou
analyzou sa podarilo minimalizovat replikacnu oblast (2,3 kb) medzi Stiep-
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TaB. 2. Distribtcia plazmidov v kmenoch rodov Lactobacillus a Lactococcus.
TaB. 2. Distribution of plasmids in strains from genera Lactobacillus and Lactococcus.

Kmei! Plazmid? V;li’;tigl‘l‘;l;i‘:]ly

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 pIW563

Lactococcus lactis subsp. lactis CNR270 pUCL22

Lactococcus lactis subsp. lactis LL 57-1 pND324 3,6
Lactococcus sp. pWVO01

Lactococcus lactis subsp. cremoris 2204 pWCl1 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 33
Lactobacillus heugardii pLAB2000 9,1
Lactobacillus plantarum CCM1904 pLP1 2,1
Lactobacillus fermentum pLM3 57
Lactobacillus pentosum MD353 p353-2 2,4
Lactobacillus plantarum ATCC8014 p8014-2 1,9

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

nymi miestami pre restrikéné endonukledzy Scal a Spel. Organizdcia repli-
konu pSK11L je podobnd replikdonu s plazmidom pCI305, z coho sa usudzu-
je, Ze aj plazmidy sa budu rovnako replikovat 0—-mechanizmom [31].

Podobnu velkost replikacnej oblasti 2,3 kb md aj plazmid pJW563 z dal-
Siecho kmena Lactococcus lactis subsp. cremoris. Porovnanim replika¢nej
oblasti a replika¢nych proteinov kédovanych plazmidom pCI305 a pJW563
sa ukdzala vysokd homoldgia (viac ako 80 %) s podobnymi oblastami
aj v dalSich plazmidoch z buniek Lactococcus, ktoré sa replikuju 6—mecha-
nizmom [32].

Plazmid pUCL22 z Lactococcus lactis CNR270 subsp. lactis kéduje pro-
tein Rep22A pozostavajuci z 388 aminokyselin, ktory sa pri autokatalyticke;j
reguldcii Specificky viaze na regulac¢nu oblast replikonu a podiela sa na rep-
likdcii plazmidu [33].

Plazmid pND324 (3,6 kb) patri do rodiny plazmidov, ktoré su svojou
Struktirou podobné plazmidom izolovanym z Lactococcus lactis repliku-
jucim sa O-replikanym mechanizmom. Na plazmide bola identifikovand
komplementdrna oblast ku génu pre RepB protein (antisense RNA -
ctRNA), ktord slizi na reguldciu poctu kopif plazmidu v bunke. V pripade

160



Plazmidy a ich replikdcia v bakteridlnych kultirach pouzivanych v potravindrskom priemysle

mutdcie génu zodpovedného za syntézu ctRNA, dochddza k 1,8-ndsobnému
zvySeniu poctu képii plazmidu v bunke. Podobnd promdtorovd sekvencia
ctRNA bola identifikovatelnd aj u dalSich 12 Studovanych plazmidov. Autori
predpokladajui, ze plazmidy by sa tiez mohli replikovat 6—mechanizmom
[34].

Jednovldknovy pociatok replikacie charakterizujuci replikdciu mechaniz-
mom rotujucej kruznice bol identifikovany na plazmide pWWO1 z Lacto-
coccus sp. Funkény replikon je na dseku 250 bp a niektoré obratené opako-
vania si podobné s repeticiami bakteriofdgu ®X174 z buniek E. coli.
Doteraz nie je jasné, ako dochddza k premene replikovanej ssDNA
na dsDNA, ked nie je nutnd pritomnost RNA polymerdzy. Predpoklada sa
nejaky alternativny doteraz nepopisany mechanizmus replikécie [35].

Pociatok replikdcie kryptického plazmidu pWC1 (2,8 kb) z buniek Lacto-
coccus lactis subsp. cremoris 2204 nie je homologicky s replikénmi z plazmi-
dov pFX3 a s pCI305. Plazmid je kompatibilny s obidvoma plazmidmi a rep-
likon koduje replikacny protein s 316 aminokyselinami. Okrem buniek
Lactococcus je plazmid schopny replikovat sa mechanizmom rotujicej kru-
Znice aj v bunkdch Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecalis a Sta-
phylococcus aureus, ale nie v bunkdch E. coli [36].

Plazmidové vybavenie v bunkach Lactobacillus

Lactobacillus fermentum je jednou z baktérii mlie¢neho kysnutia, ktoré sa
najCastejSie vyskytuju v zazivacom trakte hlodavcov, oSipanych a tiez ¢love-
ka. Bol z nich izolovany a charakterizovany plazmid pLEM3 (5,7 kb) s gé-
nom rezistencie na erytromycin. Porovnanim primdrnej Struktuiry plazmidu
sa dokdzala jeho pribuznost s plazmidmi rodiny pC194, ktord sa replikuje
mechanizmom rotujuicej kruznice. Oblast génu kddujuceho rezistenciu
na erytromycin pochddza z konjugativneho transpozénu 7rn1545 [37].

Plazmidy p353-2 (2,4 kb) z Lactobacillus pentosus MD353 a p8014-2
(1,9 kb) z Lactobacillus plantarum ATCC8014 su identické na 81,5 % a nesu
charakteristické oblasti v pociatku replikdcie na (+)-vldkne, ako aj
na (—)-vldkne dvojvldknovej molekuly plazmidu, ktoré zodpovedaji mecha-
nizmu replikdcie rotujicou kruznicou. Pociatok replikdcie (-)-vldkna plazmi-
du md schopnost menit ssDNA na dsDNA. Plazmidy pLPE323, pLPE350
a pLPC37 odvodené od plazmidov p353-2 a p8014-2 replikonu su Struktirne
a segregacne stabilné v Lactobacillus pentosus MD353, Lactobacillus planta-
rum ATCC 8014 a v Lactobacillus casei ATCC 393 [38].

Oblast potrebnd na replikdciu plazmidu pLA103 z Lactobacillus acido-
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philus TK8912 obsahuje otvoreny ¢itaci rdmec (orfA) pre protein s 282 ami-
nokyselinami. Protein je homologicky s proteinom z plazmidu izolovaného
z Pediococcus halophilus [39].

Bakteridlny kmen Lactobacillus curvatus LTH683, povodne izolovany
z tepelne neopracovanej salamy, obsahuje krypticky plazmid pLC2. Zistena
sekvencia a genetickd organizacia celého plazmidu velkého 2489 bp sa pou-
zila ako zdklad na konstrukciu série vektorov pre bunky Lactobacillus. Repli-
konova oblast plazmidu pLC2 méd homologické poradie nukleotidov
so sekvenciami plazmidov z grampozitivnych baktérii replikujucich sa
mechanizmom rotujucej kruznice. Plazmid ma tri otvorené Citacie rdmce pre
kddovanie proteinov. Prvy a treti protein nie je homologicky s proteinmi
grampozitivnych baktérif, naproti tomu druhy protein md velmi vysoku
homoldgiu. Podobne ako v predchddzajicom pripade sa replikon plazmidu
pLR2 vyuzil na konStrukciu vektorov pre klonovanie v laktobaciloch [40].

Plazmid pLR2 sa vyuZil aj na konStrukciu dvojreplikénovych kyvadlovych
vektorov pre klonovanie do buniek Escherichia coli a priemyselne vyuzivane;j
baktérie Lactobacillus casei. Plazmid sa replikuje mechanizmom rotujucej
kruZnice a stabilita v bunkdch L. casei sa zvySuje, ked je jeden z dvoch aktiv-
nych pociatkov replikdcie invertovany [41].

Na konStrukciu kyvadlovych vektorov zaloZzenych na endogénnom repli-
kone bol vyuzity maly krypticky plazmid pLP1 z Lactobacillus plantarum
CCM1904. Pre replikdciu plazmidu v grampozitivnych bunkdch je nevyhnut-
ne potrebny vlastny Rep protein [42].

Mechanizmy replikdcie bakteridlnych plazmidov

Z hladiska molekuldrno-biologickych $tudii ma nesmierny vyznam Stu-
dium replikac¢nych oblasti jednotlivych plazmidov. Je ddlezité poznat Struk-
tiru a funkciu minimdlnych replikacnych oblasti plazmidov, aby sme sa
mohli blizSie obozndmit s principmi replikicie a reguldcie replikdcie Studo-
vanych plazmidov.

Plazmidy su autondmne sa replikujice extrachromozomové elementy
v bakteridlnych bunkéch. Replikuju sa jednym z troch zdkladnych mechaniz-
mov: O-replika¢nym mechanizmom, mechanizmov rotujicej kruZnice
a mechanizmom prestaveného vldkna. Plazmidy v bunkéch octovych bakté-
rif sa replikuji prevazne mechanizmom rotujicej kruZnice, naproti tomu
druhé dva mechanizmy su preferované v bunkdch grampozitivnych baktérii.
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Replikdcia mechanizmom rotujicej kruznice

Prva skupina bakteridlnych plazmidov sa v bunkdch replikuje sposobom
oznacenym ako replikdcia mechanizmom rotujucej kruznice (RC), pricom
replikdcia prebieha z pociatku replikdcie iba v jednom smere (obr. 1).

Prvym krokom replikdcie je interakcia dvojvladknového pociatku repli-
kdacie plazmidu s iniciaénymi proteinmi [43]. Pociatok replikdcie ma velkost
priblizne 100 bp a je zloZzeny z dvoch Casti: miesta pre vazbu Rep proteinu
a miesta preruSenia vldkna, pri¢om sa zacina replikdcia vylu¢ne veduceho
vldkna. Obidve Casti si nevyhnutné pre inicidciu replikdcie [44-48].

Nick ®,
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OBR. 1. Replikdcia plazmidu mechanizmom rotujuicej kruzZnice.
F1G. 1. Plasmid replication by the rolling circle mechanism.
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Rep protein rozpozndva a priamo sa viaze na priame alebo obratené opa-
kovania (iterény) v pociatku replikdcie, kde ndsledne v Specifickom mieste
prerusi vldkno. V pociatku replikdcie sa viazu aj dalSie hostitelské proteiny
ako DNA helikdza potrebnd pri deSpiralizdcii plazmidu, SSB proteiny, ktoré
zabranuju reasocidcii vldkien DNA a DNA polymeraza III, ktord zabezpe-
Cuje replikdciu celého plazmidu, pricom ako prajmer slizi koniec rodi-
covského vldkna [47,49,50].

K inicidcii replikdcie je potrebné miesto vazby Rep proteinu, ako aj Spe-
cifické miesto preruSenia vldkna v ori oblasti, pricom pre termindciu je toto
miesto vdzby neesencidlne. Pri termindcii pokracuje replikdcia asi 10 nukleo-
tidov za Specifick€é miesto preruSenia vldkna a potom nastane samotné pre-
ruSenie v Specifickom mieste, ale uz na vldkne novovytvorenom Rep pro-
teinom. Na spojeni sa zucastiuje aj Rep protein, pricom vznikne jedna
supers$piralizovand molekula zloZend z jedného dcérskeho a jedného rodi-
covského vldkna a jeden jednovldknovy intermedidt.

Jednovldknovy intermedidt sa zac¢ina replikovat od jednovldknového po-
Ciatku replikdcie, ktorych je na plazmide viac typov. Hlavné rozdiely medzi
nimi su v ich rozdielnej sekundarne;j Struktire [51-57]. Pri tvorbe komple-
mentdrneho vldkna k jednovlaknovému intermedidtu sd potrebné
hostitelské proteiny tak ako pri replikdcii vediceho vldkna, navySe RNA po-
lymerdza (primdza) zabezpeci tvorbu RNA prajmerov [51,56,58-61].

Replikdcia 6—-mechanizmom

Replikdcia bakteridlnych plazmidov 6—-mechanizmom prebieha z pociat-
ku replikdcie v obidvoch smeroch, pricom nie je potrebné prerusenie mole-
kuly DNA v oblasti ori ako pri mechanizme replikdcie rotujicou kruznicou
(obr. 2). Na replikdcii sa zicastiiuju niektoré proteiny, ktoré zabezpecuju
rozpozndvanie oblasti ori, vytvorenie v oblasti prajmeru komplexu nukleove;j
kyseliny s proteinom (predprajmerovy komplex), ktory zabezpecuje proces
elongdcie a termindcie replikicie.

Prvym inicianym proteinom je protein DnaA, ktory v oblasti ori rozpoz-
ndva pit opakujucich sa sekvencii (R1 az RS5), na ktoré sa naviaze 20 az 30
molekil komplexu DnaA-ATP [61]. Protein DnaA ma4 afinitu nielen k ATP,
ale aj k ADP a AMP. Replikdcia vS§ak moze prebiehat iba v komplexe
DnaA-ATP [62]. Proteiny DnaB a DnaC na opakovaniach R1 az RS rozpo-
znavaju komplex DnaA-ATP, na ktory sa viazu, pricom vytvoria velkd
nukleoproteinovd Struktiru oznacovani ako predprajmerovy komplex,
ktory je stimulovany proteinmi HU. Protein DnaB deSpiralizuje molekulu
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OBR. 2. Replikdcia plazmidu 6—mechanizmom.
Fi1G. 2. Plasmid replication by 6—mechanism.

DNA v okoli miesta ori a ndsledne sa na oddelené vldkna naviazu proteiny
SSB, ktoré zabranuju ich spétnej Spiralizdcii. Syntéza prajmeru zavisi
od pritomnosti primdzy a Styroch proteinov: DnaA, DnaB, DnaC a DNA
gyrdzy. Pri elongdcii oboch vldkien DNA sa zucastiiuje DNA polymerdza III,
ktorej aktivita zdvisi od urovne deSpiralizdcie molekuly DNA proteinom
DnaB [62,63].

Termindcia, podobne ako inicidcia, je opét trochu zloZitejSia a prebieha
pomerne pomaly. Po replikdcii priblizne iba tretina replikovanych molekul
vytvori iplné kruhové monoméry DNA, zvySok nedokon¢{ termina¢nu alebo
segregacnu Cast replikdcie. Spomalenie reakcie ma za nasledok priblizovanie
sa enzymov k tdplnému koncu replikdcie, kde pdsobi uz velky topologicky
tlak. Preto iba jedna tretina kone¢nych reakénych produktov ma tplnd
0-Struktiru, vicSina z nich obsahuje maly usek nereplikovaného rodi¢ovské-
ho vldkna. Je pravdepodobné, zZe tieto neskoré replikacné intermedidty su
prekurzormi k inému vécésiemu produktu reakcie in vitro, niekolkokrat pre-
pletenych, katenovanych dimérov [64]. Niekolkondsobné prepletenie medzi
vznikajucimi vldknami v termina¢nom S$tddiu replikdcie je samovolny proces,
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ktorého sa nezicastiiuju DNA topoizomerazy. Za tychto podmienok zndso-
bené topologické viazby medzi rodiCovskymi vldknami, ktoré existuju v ne-
skorych 6-Struktuirach, su ¢iastocne alebo tplne transformované do preple-
tenych dvojvldken za replikacnymi vidlicami [65].

Na konci replikdcie vzniknui dva plazmidy, ktoré maju kompletné rodi-
covské vldkno a dcérske vldkno s prajmerom a prerusenim v mieste ukonce-
nia replikdcie. DNA ligdza a DNA polymerdza I pritomné v podmienkach
in vivo tieto nedostatky odstrania.

Replikacia plazmidov mechanizmom prestavenia vlakna

Tretim moznym mechanizmom replikdcie je mechanizmus prestavenia
vldkna, pricom reprezentantom tohoto typu su plazmidy inkompatibilnej
rodiny IncQ s hlavnym reprezentantom plazmidom pRSF1010 [66] (obr. 3).
Pri replikdcii nedochddza k preruSeniu rodi¢ovského vldkna a kazdé rodi-
covské vlakno sa replikuje nezavisle [67].

Minimdlny replikon obsahuje tri priame identické opakovania (iterény)
dlhé 20 bp a jedno polovi¢né opakovanie, isek 174 bp s prevahou pdrov
G-C, usek 28 bp obsahujuci prevazne nukleotidové pary A-T, niekolko

+i+ ’>¢<‘
G-C AT
Iterény GC AT SSiA

SSiB

GC AT SSiA

VR IRONIVINTNT

SSiB

L/ RepA @

AT SSiA GC,
ST RECIRERNNINI N AV RaCRG
SSiB

Tterony  GC Tterony SSiB - ®

~

OBR. 3. Replikdcia plazmidu mechanizmom prestavenia vldkna.
F1G. 3. Plasmid replication by the strand displacement mechanism.

Tterony

prajmer
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neesencidlnych dsekov a dve palindromatické sekvencie ssid a ssiB, kazdé
na inom rodi¢ovskom vldkne [66]. Opakovania slizia ako rozpozndvacie
miesto pre protein RepC, ktory spolu s RepA helikdzou rozpletu dvojvldkno
v mieste ssid a ssiB. Protein RepA sa viaze na obidvoch vldknach na usek
obsahujuci prevazne pary A-T v blizkosti proteinu RepC [68,79]. Protein
RepA sa za¢ne pohybovat v smere 5°—3 po molekule DNA, druhd mole-
kula sa uz nemdze naviazat, lebo jej brani protein RepC, ¢o spdsobi oddele-
nie vlakien od seba a aktivuju sa miesta ssi. V mieste ssi sa vytvori ocko a pa-
lindromova sekvencia je miestom vézby RepB primdzy [70]. Protein RepB
vytvori prajmery na obidvoch vldknach a samotna replikacia potom prebie-
ha nezavisle na obidvoch vldknach v smere 5°—3" [63]. Inicidcia replikdcie
je uplne nezdvisld na hostitelskych proteinoch, pricom pri elongécii sa vyu-
Zivaju proteiny SSB a DNA polymerdza I1I. Tento mechanizmus je iba zdan-
livo podobny 6—mechanizmu replikdcie. Pri tomto mechanizme replikdcie
sa jedno i druhé vldkno replikuju nezdvisle na sebe, kazdé plynule v smere
5°—>37, vzdy ako vedtce vldkno DNA.
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Plasmids and their replication in bacterial cultures used in food technology
KRAHULEC, J. - KYSELA, K. - KRETOVA, M.: Bull. potrav. Vysk., 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.

KEYWORDS: plasmid replicon; Acetobacter; Lactobacillus; Lactococcus; plasmid replication

171



