Plasmidy a konjugace



Plasmidy — zakladni charakteristika

DNA molekuly — extrachromosomalni DNA

Byly nalezeny ve vsech baktériich

1000 az 10 000 bp i vetsi

NejCasteji kruhové dsDNA, u rady baktérii linearni

V ruzném poctu kopii (1 az 100)

Nesou geny, které koduji vétsinou neesencialni funkce

Genove produkty byvaji v urcitych situacich baktériim
prinosem, umoznuji jim zit v rozlicnych ekologickych
nikach



Druhy plasmidu podle genu, které

nesou
R plasmidy (geny pro rezistenci k
antibiotikum)
F plasmidy (fertilitni) (geny pro konjugaci)
Col plasmidy (geny pro bakteriocin kolicin)
Tol plasmidy (geny pro degradaci toluenu

Ti plasmidy (geny pro iniciaci tumoru u
rostlin)

Kryptické plasmidy (nenesou zadne
Zname geny)



Nazvoslovi

Obvykle pismeno p ... plasmid
RB ... inicialy jména (Bolivar, Rodrigez)

322 ... pracovni Cislo konstruovaneho
plasmidu

pBR322

Nekteré plasmidy maji puvodni oznacCeni
napr. F plasmid nebo RK2 plasmid E.coli



Priklady prirozene se vyskytujicich
plasmidu u mikroorganismu



Replikace plasmidu

Nezavisle na chromosomu
Jsou to samostatne replikony
Maji pocCatek replikace ori

Obvykle koduji protein nezbytny pro
iniciaci replikace, ostatni proteiny koduiji
geny na chromosomu bunky



Geny ori oblasti

Casto determinuji dalsi vlastnosti plasmidu
Hostitelskeé rozmezi

Pocet kopii

Inkompatibilitu



Hostitelske rozmezi plasmidu

UrcCuje druhy bakterii, ve kterych se plasmid
muze replikovat

Plasmidy s ori oblasti ColE1 (pBR322, pET,
pUC) maji uzke rozmezi hostitele (kmeny E.coli)

Plasmidy s ori oblasti RK2 a RSF1010 maji
Siroké rozmezi hostitele (G- bakterie, RSF1010
dokonce i v nékteré G+)

Plasmidy G+ baktérii mivaji siroké rozmezi
hostitele (pUB110)

Vétsinou plasmidy izolované z G- baktérii se
nereplikuji v G+ baktériich a naopak



Pocet kopii plasmidu

e Je urcéovan oblasti ori

* Relaxované plasmidy — plasmidy s vysokym
poctem kopii - maji mechanismus, kterym
iInhibuji iniciaci replikace, dosahne-li pocet kopii
plasmidu urciteho poctu (ColE1)

« Stringentni plasmidy — plasmidy s nizkym
poctem kopii — maji mechanismus, ktery udrzuje
nizky pocet plasmidu v burnce (F plasmid)



V jedné bunce

* muze byt vice ruznych plasmidu
* jsou to plasmidy kompatibilni



Termin inkompatibilita

* Vyjadruje, ze dva plasmidy spolu
nemohou existovat v jedné bunce



Plasmidy se deli do
inkompatibilitnich skupin Inc

« Stabilné koexistujici plasmidy patri do
ruznych Inc skupin (napf. plasmid RP4
patfi do IncP, RSF1010 patfi do IncQ a
muzou koexistovat v 1 burice naproti tomu
RP4 a RK2 patri do IncP a nemuzou
koexistovat v 1 bunce)



Inkompatibilni plasmidy

Nemohou existovat v jedné bunce

Maji stejny mechanismus kontroly
replikace

Nebo maji shodnou par funkci

Par funkce zajisStuje rozdélovani plasmidu
do nove vzniklych bunek



Stanoveni skupiny inkompatibility

Zjistuje se, zda je plasmid schopen koexistovat v bunce
se znamymi plasmidy

Po transformaci plasmidu do bunky se sleduje, zda
bunka ztraci marker, ktery plasmid nese

Obvykle to byva gen pro rezistenci na antibiotikum

Nejprve je selektovana kolonie rezistentni k obéma
antibiotikim nesenych na obou plasmidech

Bunky jsou kultivovany bez ATB a vysévany na misku s
ATB

Neni-li % bunék, které ztratily jeden nebo druhy plasmid
vysSi nez % bunek ktere ztratily oba plasmidy, patri
plasmidy do ruznych Inc skupin a mohou koexistovat v
jedné bunce



Stanoveni rozmezi hostitele

* Nebyva presne zname
* Po preneseni plasmidu do bunky
(transformace, konjugace)

 Existuji ruzné bariéry, které zabranuiji
prenosu plasmidu mezi jednotlivymi druhy

« Bariery vetsinou nezname



Stanoveni ori oblasti

Neda se pouzit klasickych genetickych
postupu, protoze bez ori oblasti se plasmid
vV bunce nemnozi

Vyuzivaji se techniky rekombinantni DNA



Obr. Stanoveni ori oblasti



Replikace plasmidu otacivou
Kruznici

* Replikacni vidlice postupuje jednim
smerem po Kruznici

» Kruznice otaCiva znamena model
vyjadrujici zpusob replikace malych
Kruznicovych molekul, podle ktereho
replikacni vidlice opakovanée postupuje po
Kruznicove matrici.

* Viz prof. Rosypal



Obr. Replikace plasmidu otadivou
kruznici (Rosypal 2003)



